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INTRODUCCIÓN 
 
La producción de biocombustibles es una alternativa que se está investigando 
actualmente con la cual se busca reducir el uso de fuentes fósiles cuyas emisiones 
causan el efecto invernadero. La importancia de producir alcohol radica en que es 
una forma limpia de energía y más allá de esto que la producción de este 
metabolito provenga de fuentes renovables que permitan que esta tecnología sea 
autosostenible y en cierta manera inagotable. Actualmente en el mundo muchos 
países se destacan por la producción de etanol. De acuerdo con Balat, M et al. 
(2009) los principales productores de etanol en el mundo son: USA con 18.3 
billones de litros en 2006 seguido por Brasil con 17.5 billones de litros y China con 
1 billón de litros. La tendencia actual muestra que estos países y otros más están 
mostrando un creciente interés en las tecnologías de producción de etanol a partir 
de fuentes renovables. Las principales fuentes de producción de etanol de estos 
países de acuerdo con Escobar, J.C. et al. (2009) son caña de azúcar y maíz. 
Aunque si bien esto es algo positivo en cuanto al mejoramiento de la calidad de 
vida de los seres humanos y el cuidado del medio ambiente, no estamos viendo el 
cuadro completo. Las fuentes de producción de etanol son tan vastas que van 
desde desechos sólidos municipales, residuos agrícolas, material desechado 
como papelería, maderas, entre otras, y ninguna de estas está enfocada a la 
producción de etanol, de hecho ninguna de estas materias primas tiene algún uso 
definido. Es por esta razón que la investigación actual busca aprovechar estos 
materiales para optimizar la producción de etanol y con esto solucionar no solo el 
problema de emisiones de gases a la atmosfera sino también tratar el manejo de 
desperdicios y residuos sólidos producidos por el hombre.  
 
En este trabajo de tesis de maestría se busca implementar las técnicas y 
metodologías para materiales lignocelulósicos desarrollados por muchos autores 
para la producción de bioetanol a partir de la madera del árbol del café, conocida 
comúnmente como Zoca o CCS, la cual  es un residuo agricola de la renovación 
del cultivo de café. En Colombia, según el Centro de Investigaciones sobre el Café  
(Cenicafé) la producción de esta madera es de 3,2 toneladas/año-hectárea, lo cual 
es una cantidad muy grande de materia prima. Los usos actuales de estos 
materiales van  desde incineración para la producción de cenizas para la 
renovación de suelos y para la generación de energía por combustión. Como se 
mostrará más adelante en este trabajo la combustión de esta materia prima lejos 
de ayudar al medio ambiente produce muchos gases de combustión nocivos. Otra 
práctica común que hacen los caficultores con esta madera es la acumulación en 
terrenos de relleno.  
 
Si bien este material no ha sido ampliamente investigado y actualmente no 
presenta una aplicación inmediata a la industria, representa una alternativa viable 
dado su enorme potencial orgánico.  En esta tesis se mostrará con ayuda de 
software especializado que la implementación de la Zoca de café en la industria 
16 
 
del etanol es rentable y segura para el medio ambiente. También en esta tesis se 
mostrará a nivel experimental el desempeño de tres microorganismos 
especializados en la transformación de los hidrolizados obtenidos de CCS y los 
rendimientos de producción de etanol de cada uno de ellos.  
 
La justificación de este tipo de trabajos es el de innovar y el de permitir que la 
industria colombiana se desarrolle perfilando al país como un productor grande de 
etanol dado sus recursos naturales los cuales son tan grandes. Es importante 
fomentar este tipo de investigaciones ya que crea una conciencia de conservación 
y de mejoramiento de la calidad de vida. También cabe recalcar que estas 
propuestas buscan fomentar y apoyar a la industria en Colombia y así mismo 
probar que los procesos biotecnológicos en los cuales se emplean residuos 
agroindustriales pueden llegar a ser competitivos frente a los combustibles 
tradicionales y que los costos de producción son mucho más bajos y causan un 
impacto negativo menor en el medio ambiente.  
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ABREVIATURAS 
ADH Enzima Alcohol Deshidrogenasa 
ATP Adenosin Trifosfato utilizado para suministrar energia a organismos vivos 
CCS Coffee Cut-Stems (Zoca de café) 
CCS-CP Precio de CCS asumiendo que el precio de la materia es US$0.045/kg 
CCS-TP Precio de CCS asumiendo únicamente costo de transporte por valor de US$0.005/kg. 
DA Pretratamiento de Ácido Diluido 
DNS Ácido 3,5-Dinitrosalicilico 
ED Vía metabólica de producción de Etanol para bacterias Entner–Doudoroff 
EDA Enzima 2-Keto-3-Deoxy-Gluconato Aldolasa 
EDD 6-Fosfogluconato Deshidratasa 
EMP Vía metabólica de la levadura en la producción de Etanol 
ENO Enzima Enolasa 
FBPA Enzima Fructosa Bifosfato Aldolasa 
FK Enzima Fructoquinasa 
GAPDH Enzima Gliceraldehído-3-Fosfato Aldolasa 
GFOR Enzima Glucosa-Fructosa Oxidoreductasa 
GK Enzima Glucoquinasa 
GNTK Enzima Gluconato Quinasa 
GPDH Enzima Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa 
HA Pretratamiento de Hidrólisis Alcalina 
HK Enzima Hexoquinosa 
HMF Hidroxi Metil Furfural 
INVB Enzima Invertasa 
KDPG Enzima 2-Keto-3-Deoxy-6-Fosfogluconato 
LEVU Enzima Levansacarasa 
LHW Pretratamiento con Agua Líquida Caliente (Liquid Hot Water) 
PDC Enzima Piruvato Descarboxilasa 
PFK Enzima Fosfofructoquinasa 
PGI Enzima Fosfoglugosiomerasa 
PGK Enzima Fosfoglicerato Quinasa 
PGL Enzima Fosfogluconolactonasa 
PGM Enzima Fosfogliceromutasa 
PYK Enzima Piruvato Quinasa 
TPI Enzima Triosa Fosfato Isomerasa 
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OBJETIVOS 
 
Objetivo general. 
 
Evaluar experimental y económicamente la producción de bioetanol a partir de 
desechos lignocelulósicos tales como la Zoca de café (CCS).  
 
Objetivos específicos. 
 
• Caracterizar y estandarizar los residuos lignocelulósicos provenientes del 
cultivo de café empleando las técnicas de cuantificación para cada uno de 
sus compuestos químicos. 
 
• Seleccionar los microorganismos más aptos para la producción de etanol a 
partir de los hidrolizados producidos a partir de la Zoca de café.  
 
• Adecuar y acondicionar el medio de cultivo y las condiciones de operación 
necesarias para un mejor crecimiento de los microorganismos que han de 
ser empleados en el proceso de obtención de etanol. 
 
• Evaluar el rendimiento del proceso de obtención de etanol y efectuar un 
análisis económico empleando software especializado para determinar la 
viabilidad y rentabilidad de esta tecnología.  
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CAPITULO 1. BIOMASA LIGNOCELULÓSICA: 
CARACTERIZACIÓN DE LA ZOCA DE CAFÉ 
 
 
Resumen 
 
Los materiales lignocelulósicos han sido motivo de una extensa investigación en la 
producción de etanol como una alternativa a los combustibles fósiles los cuales 
son altamente contaminantes y principales causantes del “efecto invernadero”. En 
este capítulo, una definición de materiales lignocelulósicos se presenta en 
términos de los tres principales componentes químicos que la conforman 
(Celulosa, Hemicelulosa y Lignina). Algunas técnicas empleadas en la 
determinación de dichos componentes son mostradas a lo largo de  este capítulo 
para los tallos de la planta de café (CCS) y algunos resultados obtenidos por otros 
autores son mostrados. 
 
Abstract 
 
Lignocellulosic biomass has been applied in ethanol production as an alternative to 
fossil fuels. In this chapter, the raw material is described in terms of chemical 
characterization which is an anticipated measure of the yield of further ethanol 
production. Three major components have been discriminated for these kinds of 
materials: Cellulose, Hemicellulose and Lignin. All the techniques employed in the 
determination of these components are described in this chapter and different 
results obtained by other authors are shown. 
 
Key words: CCS, Lignocellulosic, Biomass, Ethanol, Characterization, Cellulose, 
Hemicellulose, Lignin 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años, los materiales lignocelulósicos han sido ampliamente 
investigados para la producción de etanol con el fin de cortar la dependencia sobre 
los combustibles convencionales los cuales generan muchos problemas de 
contaminación ambiental. Algunos de los materiales son residuos generados por el 
hombre que no presentan un uso directo como son los desechos sólidos urbanos, 
la pulpa de papel, maderas duras y maderas blandas. Algunos materiales son 
cultivos destinados únicamente a la producción de energía como son los campos 
de maíz y finalmente otras materias primas son resultado de procesos previos 
siendo un buen ejemplo el bagazo de caña de azúcar.  Cualquiera que sea el caso 
de interés, cualquier material lignocelulósico posee un gran potencial orgánico y 
representa una alternativa innovadora para la producción de etanol. Los tres 
principales componentes de este tipo de materias primas (Celulosa, Hemicelulosa 
y Lignina) son caracterizados junto con otros componentes como por ejemplo las 
cenizas. En este capítulo, se describen algunas de las técnicas más empleadas 
para este propósito son y se muestran resultados para la caracterización de la 
Zoca de café (CCS). 
 
La celulosa es un polímero de glucosa que contiene cadenas lineales de unidades 
de (1,4) – D – glucopiranosa, las cuales están unidas en una configuración α 1-4 
con un peso molecular promedio de 100.000 g/mol. La hemicelulosa es un 
complejo de polisacáridos que coexiste con la celulosa en la pared celular del 
material con un peso molecular promedio de  30.000 g/mol y la lignina es un 
polímero aromático mononuclear altamente ramificado sustituido en la pared 
celular de algunos materiales y normalmente se encuentra muy cerca de las fibras 
de celulosa que forma complejos lignocelulósicos, [1]. 
 
La celulosa está atrapada en la ramificación de la estructura de la lignina debido a 
su cristalinidad, la cual representa el obstáculo más grande en el proceso de 
hidrólisis de los polímeros de glucosa. La mayoría de los pretratamientos son 
utilizados para romper la matriz de la pared celular, degradar la estructura de la 
lignina y liberar la celulosa y la hemicelulosa y así cuantificar los componentes 
principales del material lignocelulósico, [2].  
 
 
2 TIPOS DE BIOMASAS LIGNOCELULÓSICAS 
 
 
La clasificación de los materiales lignocelulósicos es la siguiente: 
 
• Residuos agrícolas. 
• Subproductos de procesos agrícolas. 
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• Cultivos destinados a la generación de energía. 
 
 
2.1 Residuos agrícolas.  
Este tipo de materiales lignocelulósicos se generan como resultado de procesos 
de la agroindustria, como son por ejemplo frutos, cáscaras, desechos de animales 
por mencionar solamente algunos. En países como Colombia estos materiales son 
muy abundantes y no tienen una aplicación directa en la industria de la 
manufactura de productos de alto valor agregado diferente al de abonos 
orgánicos. Estos materiales son generados en grades cantidades y son de fácil 
adquisición y bajo costo por lo que los gastos de operación del proceso de 
producción de etanol disminuyen notablemente. También se reduce la 
contaminación causada por estos materiales al ser desechados, ya que se 
aprovecha toda la materia prima disponible en la generación de otras formas de 
energía. Algunos materiales se muestran en la Tabla N° 1: 
 
 
Tabla 1. Contenido de Celulosa, Hemicelulosa y Lignina en algunos residuos agrícolas (% 
p/p peso seco) 
Material Celulosa Hemicelulosa Lignina Referencia 
Paja de cebada 36,8 17,2 12,3 [3] 
Restos de maíz 36-39 21-22 19-20 [4, 5, 6] 
Paja de arroz 32-47 19-27 5-24 [4, 7, 8, 9] 
Paja de trigo 15-40 25-35 <8 [4, 6, 10, 11] 
 
 
2.2 Subproductos de procesos agrícolas. 
Estos materiales son resultado de procesos que se practican en el sector agrícola. 
El ejemplo más representativo en este caso es la generación de bagazo de caña 
como subproducto en la producción de azúcar. Ejemplos de estos materiales se 
muestran en la Tabla N° 2: 
 
 
Tabla 2. Contenido de Celulosa, Hemicelulosa y Lignina en subproductos de procesos 
agrícolas (% p/p  peso seco).    
Material Celulosa Hemicelulosa Lignina Referencia 
Bagazo de caña de azúcar 40-45 30-35 20-30 [12, 13, 14] 
Fibras de maíz 13-18 35-40 7-8 [15, 16] 
Cáscara de arroz 15-36 12-35 8-16 [4, 17, 18] 
Cáscara de soya 20-51 10-20 1-4 [6] 
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2.3 Cultivos destinados a la generación de energía. 
Son cultivos de productos que se emplean únicamente en la generación de 
biocombustibles. La Tabla N° 3 muestra algunos ejemplos de estos materiales y la 
composición química de los mismos: 
 
 
Tabla 3. Contenido de Celulosa, Hemicelulosa y Lignina en cultivos destinados a la 
producción de energía  (% p/p  peso seco). 
Material Celulosa Hemicelulosa Lignina Referencia 
Álamo híbrido 39-43 15-18 27-28 [4, 19] 
Sauce 32-43 19-22 16-27 [4, 19, 20, 21] 
Heno 32-33 18-19 21-22 [22, 23] 
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3 MÉTODOS DE CARACTERIZACIÓN DE MATERIAL LIGNOCELULÓSICO 
 
Para poder lleva a cabo este objetivo, es necesario contar con el material 
lignocelulósico que se desea degradar, como en el caso de este trabajo, la zoca 
de café ó CCS. Estos residuos han de ser adquiridos a través de fincas cafeteras 
en el municipio de  Chinchiná, Caldas.  Los métodos de caracterización de los 
componentes químicos de este material se encuentran descritos a lo largo de esta 
sección. Estos métodos permitirán cuantificar los componentes del material a fin 
de emitir criterios de trabajo y posteriormente, criterios de selección de 
microorganismos fermentadores. 
 
Antes de realizar cualquier análisis de contenido químico de CCS, el contenido de 
sólidos totales debe ser determinado de acuerdo a las normas sugeridas por el 
Laboratorio Nacional de Energía Renovable (NREL) en la sección (LP-001) y se 
denomina (Tfinal), [24]. 
 
 
3.1 Determinación de componentes extractivos orgánicos.  
La determinación de extractivos solubles en etanol-benceno se lleva a cabo de 
acuerdo con la norma TAPPI 204 os-76. Aproximadamente 4 g de madera molida 
seca se depositan en un dedal de extracción. El dedal se coloca en un equipo de 
extracción tipo Soxhlet con 150 ml de una mezcla de alcohol-benceno (1:2 v/v) y 
se ajusta el calentador de tal forma que la velocidad de evaporación recircule el 
solvente 6 veces por hora. Después de 24 horas, el solvente se evapora a un 
volumen de 20 a 25 ml y se transfiere el extracto a un crisol de peso conocido, 
lavándolo con pequeñas cantidades de solvente fresco. Después se seca por 1 
hora a 105 ±3  °C. Una determinación en blanco se llevo a cabo para conocer el 
peso del residuo del solvente.  
 
 
e rs
m
(P -P )Extractivos (%) = 
P
        Ec. (1) 
Donde:  
 
Pe: Peso seco del extracto. 
Prs: Peso seco del residuo del solvente. 
Pm: Peso seco de la muestra de madera. 
 
 
3.2 Determinación de lignina insoluble en ácido. 
Se determina usando la norma TAPPI T222 os-74. Se usan 200 mg de material 
libre de extractivos, se agregan 2 ml de H2SO4 al 72 % (p/p). Se mezcla durante 
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60 min a 30°C. Luego se agregan 56 ml de agua destilada lo cual hace que la 
concentración del ácido disminuya hasta el 4% (p/p). Esta solución se calienta en 
un autoclave a 121°C durante 60 min. Luego se filtra y se lava con agua destilada 
para someterla finalmente a un proceso de secado en donde el peso final es la 
lignina ácido insoluble. 
 
 
Peso de ligninaLignina insoluble en acido (%) =  .100 %
Peso seco de la muestra
  Ec. (2) 
 
 
3.3  Determinación del contenido de holocelulosa. 
Se determina usando el método de clorinación (ASTM D1104). Se usan 2.5 g de 
muestra libre de extractivos y se les agregan 80 ml de agua destilada caliente, 0.5 
ml de ácido acético y 1 g de clorito de sodio. La mezcla se calienta a 70°C durante 
60 min, luego de este tiempo se agrega nuevamente 0.5 ml de ácido acético y 1 g 
de clorito de sodio y así sucesivamente cada hora. La adición de estos dos 
reactivos se hace un total de 6 veces incluyendo la inicial. Luego de la adición final 
se deja 24 h. Pasado este tiempo se filtra la holocelulosa y se lava con acetona 
para posteriormente secarla. El peso final es la holocelulosa y el porcentaje se 
define por la Ec. (3). 
 
 
Peso de holocelulosaHolocelulosa (%) =  .100 %
Peso seco de la muestra sin extractivos
  Ec. (3) 
 
 
3.4 Determinación de celulosa y hemicelulosa. 
El contenido de celulosa se determina usando la norma ASTM 1695-77. Se toman 
2 g de holocelulosa libre de extractivos y se agregan 10 ml de NaOH al 17.5% a 
una temperatura constante de 20°C en un baño termorregulador. Después de 2 
min se agregan 5 ml de la solución de NaOH en intervalos de 5 min hasta 
completar 25 ml de NaOH en total incluyendo la cantidad inicial. Luego de esto se 
deja la mezcla a 20°C durante 30 min, para un total de 45 min.  
 
Pasados los 45 min se agregan 33 ml de agua destilada a 20°C y el sólido se deja 
reposar por 1 hora antes de filtrar. Se usan crisoles GOOCH para llevar a cabo la 
filtración, lavando con agua destilada. Luego a la celulosa recogida en el crisol se  
le agregan 15 ml de ácido acético al 10%. El ácido es retirado pero no en su 
totalidad, solo para que el sólido celulósico quede ligeramente cubierto por 3 min. 
Posteriormente se retira el ácido acético remanente por succión y se efectúan 
lavados hasta que la concentración de ácido sea  la mínima posible. 
25 
 
Posteriormente se seca el crisol con la celulosa. El peso de celulosa se determina 
como la diferencia entre el peso del crisol con sólidos y el peso del crisol vacio. 
 
La hemicelulosa se determina haciendo la diferencia entre la cantidad inicial de 
holocelulosa libre de extractivos y la cantidad de celulosa determinada aplicando 
la metodología anterior.  
 
 
3.5 Determinación de Lignina soluble en ácido. 
Finalmente, para la determinación del contenido de lignina soluble en ácido, el 
procedimiento propuesto por la NREL requiere de un espectrofotómetro a una 
longitud de onda de 250 nm. La celda de medición debe tener 1 cm de longitud y 
una solución al 4 % (p/p) de  H2SO4 será empleada como muestra en blanco. Los 
cálculos requeridos son los siguientes, [24].  
 
 
A . . .
b.a 1000% (w/w) ASL= .100%.
100
final
Ldf V
mL
W T
       
Ec. (4) 
 
Donde:  
 
• A: Absorbancia a 205 nm. 
• df: Factor de dilución. 
• b: Longitud de la celda, 1 cm. 
• a: Absortividad, igual a 110 L/g-cm a menos que la experimentación 
determine otro valor para otra materia prima diferente. 
• V: Volumen del filtrado, este volumen será de 87 mL. 
• W: Masa inicial del material lignocelulósico (g). 
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4 CARACTERIZACIÓN DE LA ZOCA DE CAFÉ 
 
La Zoca ó CCS es un corte por encima del suelo donde se encuentra sembrada la 
planta de café de alrededor de 15 a 20 cm. Este procedimiento es una práctica 
agrícola la cual permite mejorar la productividad de la planta de café y es una de 
las técnicas de renovación de cultivos más empleadas en países cafeteros como 
Colombia. Este material es generado por temporadas en plantaciones de café, 
siendo apilados en terrenos para ser quemados y en la mayoría de los casos 
abandonados únicamente, [25]. 
 
Actualmente, la zoca de café no tiene un uso definido a parte de servir como 
fertilizante, regenerador de suelos cuando es quemado, en la fabricación de 
muebles y  para incrementar la productividad de los suelos en forma de cenizas. 
Sin embargo, la práctica de incineración tiene algunas implicaciones ambientales 
como polución por CO2, contribuyendo al incremento de los gases de efecto 
invernadero en la atmosfera, [25].   
 
En Colombia se generan aproximadamente 22.000 toneladas al año, en base 
seca, de CCS y de otros materiales lignocelulósicos provenientes del café y 
productos de la extracción de solubles en 5 fábricas en el eje cafetero. A pesar de 
que estos residuos están constituidos por compuestos que pueden tener interés 
comercial, este material vegetal no tiene un uso especifico definido.  
 
Las mismas fábricas lo utilizan como combustible en las calderas (13% de la 
producción), otra parte es incinerada sin uso definido (27%) y el resto equivalente 
al 60%, se utiliza en rellenos sanitarios, [26]. En la Tabla Nº 4 se muestra la 
composición química de este material lignocelulósico como resultado del trabajo 
que ha venido adelantado el grupo de investigación en Procesos Químicos, 
Catalíticos y Biotecnológicos de la ciudad de Manizales y en la Tabla N° 5 por el 
Centro Nacional de Investigación sobre el Café (Cenicafé). 
 
En la Fig. N° 1 se muestra el estado de la materia prima que se ha de emplear en 
el desarrollo de esta tesis previo al proceso de molienda y tamizado. 
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Figura 1. Zoca de café ó CCS sin moler. 
 
Trabajos desarrollados previamente dentro del marco de estudios que desarrolla el 
grupo de investigación de Procesos Químicos, Catalíticos y Biotecnológicos 
de la Universidad Nacional de Colombia en la sede Manizales ha permitido 
caracterizar esta materia prima, [27]. 
 
 
Tabla 4. Resultados de la caracterización de la Zoca de café obtenida por Agudelo, R. A 
(2009) (% p/p  peso seco± Desviación Estándar), [27]. 
Componente Composición  
α-Celulosa 32.32 ± 1.45 
Hemicelulosa 13.80 ± 1.02 
Componentes extractivos 1.69 ± 0.01 
Lignina Insoluble en ácido 46.6 ± 0.12 Soluble en ácido 0.01 ± 0.00 
Cenizas 0.92± 0.01 
 
 
Este trabajo desarrollado por el grupo de investigación arrojó resultados que 
podrían ser comparados con los obtenidos por el Centro Nacional de 
Investigaciones en Café (Cenicafé) en el año 2009 (Tabla N° 5), [28].  
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Tabla 5. Resultados de la caracterización de la Zoca de café obtenida por Rodríguez, N  
(2009) en el Centro Nacional de Investigaciones  en Café (Cenicafé)  (% p/p  peso seco), [28]. 
Componente Composición 
α-Celulosa 45-50 
Hemicelulosa 24-40 
Lignina 18-25 
 
 
En las Tablas N° 4 y 5 se muestran los resultados obtenidos sobre la 
caracterización  de la materia prima empleada en este trabajo. Los resultados 
muestran una gran diferencia entre sí, lo que permite suponer que la 
caracterización química de la zoca de café ó CCS es una técnica no  
estandarizada ó que el contenido químico es una variable dependiente del lugar 
en el que el producto es desechado, la temporada de corte del árbol,  el tiempo de 
exposición del material al entorno y factores del medio ambiente como por ejemplo 
la degradación por agentes como microorganismos ó animales, el desgaste de la 
madera por la humedad, acumulación de material orgánico, entre otros.  
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5 TÉCNICAS DE PRETRATAMIENTO DE MATERIALES 
LIGNOCELULÓSICOS 
 
Cada material lignocelulósico empleado en la producción de alcohol etílico debe 
ser sometido a un pretratamiento con el fin de alcanzar altos rendimientos de 
conversión de sustrato. El propósito de estos métodos es básicamente producir 
grandes cantidades de azúcares reductores (i.e Glucosa y Xilosa) a partir de los 
componentes principales de la materia prima que son la Celulosa y la 
Hemicelulosa. 
 
El pretratamiento de la materia prima debe cumplir con los siguientes 
requerimientos para garantizar altos rendimientos en la producción de azúcares 
reductores: 
 
• Aumentar la producción de a azúcares reductores o incrementar la 
formación de estos azúcares a través de un proceso de hidrolisis 
enzimática. 
• Evitar la degradación o pérdidas de carbohidratos. 
• Evitar la formación de subproductos que puedan convertirse en agentes 
inhibidores de los microorganismos fermentadores. 
• El proceso debe ser económicamente rentable y ambientalmente seguro, 
[4,29]. 
 
Durante la etapa de pretratamiento la matriz celular del material lignocelulósico se 
rompe liberando a la Celulosa y a la Hemicelulosa. Adicionalmente, la cristalinidad 
de la Celulosa disminuye, haciéndola más susceptible a un ataque enzimático 
posterior. Al mismo tiempo y dependiendo de la técnica de pretratamiento, la 
Hemicelulosa es hidrolizada parcialmente a pentosas (principalmente Xilosa) y a 
hexosas (principalmente Glucosa). En la Tabla N° 6 se muestran algunos de los 
métodos más empleados en el pretratamiento y generación de azúcares 
reductores en materiales lignocelulósicos. 
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Tabla 6. Métodos de pretratamiento para materiales lignocelulósicos.  
Pretratamiento Características Referencias
Ácido Concentrado 
El material se pone en contacto con ácido sulfúrico 
concentrado para hidrolizar la hemicelulosa en xilosa y 
otras pentosas a 121 °C por 4 horas. 
[1,29] 
Ácido Diluido (DA) Una solución al 2 % (w/w) de H2SO4 o HCl se mezcla con  el material solido y es calentada a 121°C por  3 a 4 horas. [1,30,31,32] 
Hidrólisis Alcalina (HA) 
EL mecanismo de hidrolisis alcalina es la saponificación de 
estere intermoleculares que unen a la hemicelulosa en 
enlaces cruzados con otros componentes. La porosidad del 
material es un factor importante en la remoción de estos 
enlaces cruzados. 
[1,29,32] 
Explosión de Fibra por 
Amoniaco 
La materia prima se pone en contacto con amoniaco en una 
relación de 2 kg de NH3 por cada kg de material sólido a 90 
°C por 30 min. 
[1,33] 
Ozonolisis El material se somete a una reacción en presencia de ozono a temperatura y presión ambiente. [34,35] 
Agua líquida caliente ó 
liquid hot water (LHW)  
El material se calienta en agua en una relación 1:10 a 220 ° 
C por 2 min. [36] 
Explosión por Vapor 
El material sólido se pone en contacto con vapor a  altas 
presiones (5 – 10 bar) por tiempos que van desde 5 hasta 
30 min. Se despresuriza rápidamente para que la expansión 
del vapor cause rompimiento de la matriz celular 
[30,33] 
 
 
Desde el punto de vista de tecnologías más limpias, de todos los métodos 
mostrados en la Tabla N° 6 el que menos corrientes contaminantes produce es la 
explosión por vapor de agua. Sin embargo, todas estas técnicas presentan dos 
dificultades que son: la producción de agentes inhibidores (e.g. Furfural, Ácidos 
Orgánicos e Hidroxi-Metil Furfural (HMF)) y problemas de separación que pueden 
traducirse en un incremento en los costos de operación, [30,33]. A pesar de esto, 
la explosión de vapor con agua, entre otros métodos, han sido implementados con 
éxito en la producción de hidrolizados con alta concentración de azúcares 
reductores a partir de este tipo de materias primas. 
 
En el siguiente capítulo se abordará la producción de sustratos asimilables a partir 
de procesos de degradación enzimática y también, la manera como dichos 
sustratos azucarados son asimilados por los microorganismos fermentadores a 
través de vías metabólicas específicas. También se mostrarán los principales 
microorganismos productores de etanol y a partir de esto hacer una selección 
preliminar de las cepas que han de emplearse en la sección de experimentación 
de esta tesis, basándose principalmente en que estos agente microbiológicos 
deben transformar tanto hexosas como pentosas simultáneamente. 
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CAPITULO 2. BIOQUÍMICA DE LAS 
FERMENTACIONES A PARTIR DE MATERIALES 
LIGNOCELULÓSICOS 
 
 
Resumen 
 
La generación de azúcares reductores a partir de diferentes métodos de 
pretratamiento garantiza el alto rendimiento en los procesos de sacarificación 
utilizando enzimas. En este capítulo se trata la bioquímica de los procesos de 
hidrólisis enzimática y las rutas metabólicas de asimilación de sustratos 
azucarados por levaduras y bacterias.  Igualmente, en este capítulo se muestran 
los rendimientos de las etapas antes mencionadas y los factores que afectan de 
forma directa el proceso de producción de etanol vía fermentativa.    
 
Abstract 
 
The generation reducing sugars from different pretreatment techniques guarantees 
a high yield in the process of enzymatic saccharification. In this chapter, the 
biochemistry of enzymatic hydrolysis and the metabolic pathways of sugar 
assimilation by yeast and bacteria are shown. Also, in this chapter it is considered 
the yields of the above mentioned stages and the factors that affect directly the 
ethanol production process. 
 
Key words: Reducing sugars, Enzymatic Hydrolysis, Yeast, Bacteria, Yield 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
Los procesos fermentativos son la etapa más importante de un proceso de 
producción de un metabolito de alto valor agregado como es el etanol. En esta 
etapa, tres factores preponderantes han de ser considerados para garantizar la 
obtención de altos rendimientos de producto y estos son: el sustrato, las 
condiciones de operación y el microorganismo  fermentador. El sustrato se 
describe como el resultado de un pretratamiento que se efectúa sobre la materia 
prima original tal y como se mostró en el capítulo 1. En esta etapa una alta 
cantidad de azúcares asimilables son liberados de los componentes principales de 
la materia prima (i.e., Celulosa y Hemicelulosa) convirtiéndose en el sustrato que 
ha de consumir el microorganismo fermentador. Para materiales lignocelulósicos, 
este hidrolizado está compuesto principalmente por pentosas (en mayor medida 
xilosa) y por hexosas (en mayor medida glucosa). 
 
Las condiciones de operación son de mucha importancia ya que aseguran la 
reproducción del microorganismo de forma más eficiente. Los factores importantes 
en esta parte del proceso son la temperatura, el medio de fermentación, el pH y la 
velocidad de agitación. A pesar de que en muchos casos las condiciones de 
operación y de crecimiento microbiano son parecidas entre varias cepas, algunos 
microorganismos como los genéticamente modificados pueden tolerar condiciones 
más extremas que las cepas convencionales haciendo de estos casos 
excepcionales y mucho más difíciles de adquirir.  
 
Finalmente, en el desarrollo de este capítulo se busca seleccionar los 
microorganismos más eficientes para el proceso de fermentación de azúcares 
obtenidos a partir de la degradación y posterior hidrólisis del material 
lignocelulósico. Esta selección inicialmente se basará en los referentes 
bibliográficos, ya que como se ha planteado anteriormente, un criterio 
importantísimo en la selección de estos microorganismos es la capacidad de 
fermentar no solo hexosas sino también pentosas. Este tema ha sido trabajado 
bastante por muchos autores por lo tanto, es importante partir de estas 
experiencias previas para poder tener un juicio más completo a la hora de 
seleccionar un microorganismo con el cual trabajar.  
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2 HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA 
 
En la generación de sustrato asimilable por los microorganismos fermentadores 
una etapa que es muy importante en la producción de etanol es la hidrólisis 
enzimática. En el capítulo 1 se mostraron diferentes técnicas de pretratamiento de 
materiales lignocelulósicos. En muchos de estos métodos de generación de 
sustrato el grupo de azúcares más producido es el grupo de las pentosas a partir 
de la Hemicelulosa del material, siendo la xilosa el azúcar que se encuentra en 
mayor proporción. Como el material lignocelulósico consta también de Celulosa, 
este biopolímero no se descompone en sus unidades básicas (Glucosa) a través 
de estas técnicas mencionadas anteriormente. Por lo tanto, se requiere de un 
tratamiento biológico posterior que es mucho más eficiente y que genera menos 
corrientes residuales contaminantes: la hidrólisis enzimática.  
 
Esta ruta de producción de azúcares reductores es muy empleada a nivel 
industrial con reportes de altos rendimientos en producción de glucosa.  En esta 
sección se muestra el mecanismo de acción de la enzima sobre el material, los 
modelos que se utilizan en la descripción del proceso enzimático, las enzimas 
comerciales empleadas en materiales lignocelulósicos y finalmente los 
rendimientos reportados para estas materias primas. 
 
 
2.1 Actividad enzimática. 
La degradación microbiana de los residuos lignocelulósicos es alcanzada a través 
de las enzimas, de las cuales una de las más sobresalientes y más empleadas a 
nivel industrial es la celulasa. Los dos principales tipos de actividades de las 
celulasas son los siguientes: 
 
• Endoglucanasas (1,4- β -D-glucanohidrolasas). 
• Exoglucanasas: 
• Celodextrinasas (1,4-b-D-glucan glucanohidrolasas). 
• Celobiohidrolasas (1-b-D-glucan celobiohidrolasas). 
• β-Glucosidasas (β -glucosido glucohidrolasas), [1,2,3].  
 
Las Endogluconasas cortan de forma aleatoria en los sitios amorfos de la cadena 
de polisacáridos de la celulosa produciendo oligosacáridos de varias longitudes y 
consecuentemente nuevas terminaciones de cadenas. Las Exogluconasas actúan 
de forma progresiva sobre las terminaciones reductoras o no reductoras de las 
cadenas de celulosa liberando Glucosa (Glucanhidrolasas) y Celobiosa 
(Celobiohidrolasas) como productos en mayor proporción. Las enzimas β–
Glucosidasas hidrolizan las celodextrinas en Glucosa, [4,5].  En las Figuras N° 2, 3 
y 4 se muestran las estructuras de la Celulosa, la Hemicelulosa y la Lignina en las 
cuales se pueden observar las unidades básicas que las conforman. 
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Figura 2. Estructura de la celulosa. Nótese que la cadena polimérica consiste de n 
monómeros de glucosa, [6]. 
 
  
 
Figura 3. Estructura de la hemicelulosa, [7]. 
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Figura 4. Estructura de la lignina. [8].  
 
2.2 Mecanismos de acción enzimática. 
La  hidrólisis enzimática de la Celulosa es de naturaleza tan compleja que 
involucra muchas más etapas que cualquier reacción química catalizada por 
enzimas. Los siguientes son los diferentes mecanismos de acción sobre el 
sustrato: 
 
1. Adsorción de la celulasa en el sustrato a través del dominio de unión, [9].  
2. Ubicación de un enlace susceptible a hidrólisis sobre la superficie del 
sustrato (terminaciones de cadena si se trata de Celobiohidrolasas, división 
de enlaces si es Endogluconasas), [10].  
3. Formación del complejo Enzima-Sustrato, [11,12].  
4. Hidrólisis del enlace β-glucosídico seguida por el deslizamiento simultáneo 
de la enzima a lo largo de la cadena de Celulosa, [11,12]. 
5. Desorción de las celulasas del sustrato, [11,12]. 
6. Hidrólisis de la Celobiosa por la acción de las β–Glucosidasas e inhibición 
de la enzima por producto formado, [13,14,15,16]. 
 
En la Tabla N° 7 se muestran algunas de las enzimas más empleadas en la 
producción de Glucosa a partir de celulosa. 
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Tabla 7. Enzimas empleadas en la hidrólisis de celulosa. 
Celulasas Rendimiento (g de Azúcares Reductores por g de Residuos Sólidos) Referencias 
Celluclast 1,5L 0,11 - 0,26 [17,18,19] 
Mycotech 0,13 - 0,25 [17] 
Genencor 0,17 - 0.30 [17] 
Cellubrix 0,2-0,4 [20,21] 
 
 
La enzima más empleada a nivel industrial dado su fácil adquisición y su precio es 
la Celluclast 1,5 L. Esta enzima requiere de condiciones muy específicas con el fin 
de garantizar un alto rendimiento de producción de glucosa. Para esta etapa se 
requiere de una solución buffer que mantenga el pH constante durante la 
sacarificación y que evite la disminución de la actividad enzimática, [22,23]. 
 
Como este es un proceso posterior al pretratamiento, componentes generados 
tales como Furfural, HMF y Ácido Acético deben ser removidos mediante lavados 
con abundante agua a fin de que la hidrólisis sea lo más eficiente posible. Los 
sólidos pretratados son adicionados en la solución buffer de Citrato de Sodio 0,05 
M y pH 4,8 en una relación que puede variar desde el 2% hasta el 30% (p/v). 
Algunos autores recomiendan el uso de Azida de Sodio como un agente inhibidor 
del crecimiento de cualquier microorganismo que perjudique el desempeño de la 
enzima, [18,22,23,24]. La enzima es añadida a la mezcla heterogénea cuando 
esta última se encuentra a 50 °C y el pH fijo en 4,8. Para maximizar el rendimiento 
de la hidrólisis algunos autores sugieren la adición de una enzima adicional que 
consta de un complejo enzimático de β–Glucosidasas junto con la Celluclast 1,5 L. 
La enzima β–Glucosidasa es muy efectiva en la producción de Glucosa a partir de 
la Celobiosa que no se hidrolizó por la celulasa, [18,19,26].  
 
La relación de masa (g) de Celulasa, de β-Glucosidasa y de sustrato sólido que se 
recomienda es 1.5:0.3:10 según [22]. El tiempo de residencia va desde 72 hasta 
160 horas, [18,19,32].  
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3 BIOQUIMICA DE LOS MICROORGANISMOS FERMENTADORES 
 
Las rutas convencionales de producción de etanol con fines de generación de 
energía involucran una hidrólisis catalítica del etileno en presencia de ácido 
sulfúrico. A pesar de ser un proceso ya bastante estudiado, la producción de 
etanol a partir de etileno es costosa desde el punto de vista de condiciones de 
operación y adquisición de materia prima. En el caso biotecnológico y 
agroindustrial de producción de este alcohol, se busca que microorganismos 
(principalmente levaduras y bacterias) nativos o genéticamente modificados 
permitan a través de sus rutas metabólicas convertir los diferentes sustratos  en 
etanol. En la Tabla N° 8 se muestran los diferentes microorganismos con sus 
respectivos rendimientos y sustratos. El rendimiento se define como la relación 
entre los g de etanol producido por cada g de sustrato consumido y para la 
producción de este alcohol el rendimiento teórico, que sirve de referencia para 
cuantificar la eficiencia de un microorganismo, es de 0.511 g de etanol producido/g 
de sustrato consumido, [33]. 
 
 
Tabla 8. Microorganismos productores de etanol. 
Microorganismo Tipo de microorganismo Sustratos asimilables 
Rendimiento (% del 
Rendimiento Teórico) Referencia 
Saccharomyces 
cerevisiae Levadura 
Glucosa, Galactosa, 
Maltosa, Sacarosa 43 – 87 
[26, 27, 
28,29] 
Pichia stipitis Levadura Glucosa, Xilosa, Arabinosa, Manosa 83 – 92 [30,31,32] 
Candida 
shehatae Levadura 
Glucosa, Xilosa, 
Arabinosa, Manosa 75-90 [33,34] 
Candida 
lusitaniae Levadura 
Glucosa, Xilosa, 
Sacarosa, Celobiosa, 
Sorbitol, Maltosa 
70-85 [35,36] 
Candida 
tropicalis Levadura 
Glucosa, Xilosa, 
Sacarosa, Celobiosa, 
Sorbitol, Maltosa 
76-85 [37,38,39,40]
Escherichia coli Bacteria Glucosa, Glicerol 70-90 [40,41,42,43]
Zymomonas 
mobilis Bacteria 
Glucosa, Xilosa, 
Fructosa, Sacarosa 80-92 [26,44,45,46]
Klebsiella 
oxytoca Bacteria 
Glucosa, Fructosa, 
Sacarosa, Maltosa 80-90 
 
[46,47,48] 
 
Pachysolen 
tannophilus Levadura Glucosa, Xilosa, Glicerol 75-80 [49,50,51] 
Clostridium 
thermocellum Bacteria Glucosa, Xilosa 60-80 [52] 
Kluyveromyces 
marxianus Levadura Glucosa 70-80 [53] 
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Una de las características que debe ser tenida en cuenta es el reconocimiento de 
las particularidades bioquímicas de la producción de etanol a partir de sustratos 
asimilables. Esto permite conocer con cierto grado de detalle qué condiciones 
deben satisfacerse y los subproductos a obtener principalmente. 
 
 
3.1 Fermentación de azúcares simples por levaduras y bacterias. 
En muchos procesos de fermentación, la oxidación de azúcares simples bajo 
condiciones anaerobias involucra dos fases: la oxidación de la glucosa y el 
metabolismo de piruvato. El metabolismo de la glucosa ocurre de la misma 
manera tanto en la respiración aerobia como en la respiración anaerobia y se da 
frecuentemente a través de la vía glucolítica de Embden–Meyerhof–Parnas o 
EMP. Sin embargo, si el oxígeno no está disponible para su uso como aceptor 
externo de electrones (como ocurre en la respiración aerobia) o el microorganismo 
no tiene la capacidad de utilizar componentes inorgánicos alternativos tales como 
nitratos o sulfatos, la molécula portadora de electrones NAD+ debe ser regenerada 
donando electrones hacia componentes orgánicos intermediarios, [55]. Teniendo 
en cuenta las diferentes alternativas bioquímicas para la fermentación de los 
azúcares, se presenta a continuación una descripción de la ruta de biosíntesis de 
producción de etanol de dos microorganismos modelos implementados y 
reportados en la literatura científica: Levaduras y Bacterias. 
 
 
3.1.1 Levaduras. 
La principal vía metabólica de este tipo de microorganismo en la producción de 
etanol es la glucólisis ó vía EMP, a través de la cual una molécula de glucosa es 
metabolizada y dos moléculas de piruvato son producidas. Bajo condiciones 
anaerobias, el piruvato es posteriormente reducido a etanol con emisiones de CO2 
obteniéndose un rendimiento estequiométrico teórico de 0.511g de etanol y 0.489g 
de CO2 por 1g de glucosa metabolizada, [56]. En la glucólisis se producen dos 
moléculas de ATP los cuales son empleados para llevar a cabo la biosíntesis de 
las células de la levadura lo cual involucra una variedad de bioreacciones que 
requieren energía. Además, la producción de etanol está estrechamente ligada al 
crecimiento celular del microorganismo, lo que  significa que la biomasa se obtiene 
como un subproducto. Sin el consumo continuo de ATP por parte del 
microorganismo que está en crecimiento, el metabolismo glucolítico se vería 
interrumpido inmediatamente, debido a la acumulación intracelular de ATP, 
causando una inhibición a la fosfofructoquinasa (PFK), una de las enzimas de 
regulación más importantes en la glucólisis. El mecanismo de producción de 
etanol a partir de glucosa en las levaduras se presenta en la Figura Nº 5, [57]. 
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Figura 5. Ruta metabólica de la producción de etanol en S. cerevisiae. 
HK: Hexoquinasa, PGI: Fosfoglugosiomerasa, PFK: Fosfofructoquinasa, FBPA: Fructosa 
bifosfato aldolasa, TPI: Triosa fosfato isomerasa, GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato aldolasa, 
PGK: Fosfoglicerato quinasa, PGM: Fosfogliceromutasa, ENO: Enolasa, PYK: Piruvato 
quinasa, PDC: Piruvato descarboxilasa, ADH: Alcohol deshidrogenasa. 
 
 
Las bacterias son consideradas en los procesos fermentativos como los 
microorganismos más efectivos en la producción de alcohol, ya que estos crecen a 
velocidades mayores que la levadura Saccharomyces cerevisiae y generan 
mayores rendimientos, por lo tanto es de importancia conocer la ruta metabólica 
de este microorganismo para la conversión de sustratos a etanol y otros 
subproductos, [55]. La bacteria más estudiada en este tipo procesos es la bacteria 
Zymomonas mobilis que se presenta a continuación. 
 
 
3.1.2 Bacteria. 
La Zymomonas mobilis es un microorganismo anaeróbico gram negativo que 
produce etanol a partir de glucosa por la vía Entner–Doudoroff (ED) en conjunto 
con las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC) y alcohol deshidrogenasa (ADH). 
Comparado con la vía EMP de las levaduras en la cual la enzima PFK es clave y 
herméticamente regulada, en el mecanismo de producción de etanol de la Z. 
mobilis  esta enzima no interviene, produciendo solo una molécula de ATP por 
42 
 
molécula de sustrato consumido, [55]. Esto demuestra que la producción de etanol 
en esta bacteria está desligada de la generación de energía, lo cual se traduce en 
una menor producción de biomasa y una mayor producción de etanol. Se ha 
reportado que el rendimiento de la Z. mobilis podría ser tan alto como 97 % del 
rendimiento teórico estequiométrico etanol/glucosa, mientras que únicamente el 87 
– 95 % puede ser alcanzado por la  S. cerevisiae. Así, como una consecuencia del 
bajo rendimiento de ATP, la Z. mobilis mantienen un flux metabólico de glucosa 
más alto, y consecuentemente, garantiza una productividad de etanol más alta, 
[33]. 
 
A pesar de poseer características mucho más atrayentes que la S. cerevisiae, 
estas bacterias poseen las siguientes desventajas, [56]. 
 Esta especie tiene un espectro de sustrato muy específico. 
 La fermentación se hace inestable. 
 Generación de muchos subproductos. 
 Altos costos de manipulación. 
En la Figura Nº 6 se muestra el mecanismo de reacción enzimático en la 
producción de alcohol por la bacteria Z. mobilis, [56]. 
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Figura 6. Ruta metabólica de la producción de etanol en la Z. mobilis. 
LEVU: Levansacarasa, INVB: Invertasa, GFOR: Glucosa-Fructosa oxidoreductasa, FK: 
Fructoquinasa, GK: Glucoquinasa, GPDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, PGL: 
Fosfogluconolactonasa, EDD: 6-Fosfogluconato deshidratasa, KDPG: 2-keto-3-deoxy-6-
fosfogluconato, EDA: 2-keto-3-deoxy-gluconato aldolasa, GNTK: Gluconato quinasa. 
 
Comparando el desempeño tanto de bacterias como de levaduras, se observa que 
la producción de alcohol se ve más beneficiada por el uso de bacterias. Pero hay 
que considerar que algunas especies de levaduras a ciertas condiciones de 
fermentación mejoran su desempeño de forma notable. De esta manera, la 
pregunta de cuál microorganismo se debe elegir por ser más apto a nivel industrial 
(bacteria o levadura) tiene que ser respondida a la luz de su facilidad de manejo. 
La baja producción de biomasa por parte de bacterias como la Z. mobilis hace 
necesaria la esterilización del medio de fermentación, lo cual eleva los costos de 
producción. Por lo tanto, se recomienda dar prioridad a un menor costo de manejo 
que al rendimiento de alcohol. Lo anterior conduce a que industrialmente se 
prefiere el uso de la S. cerevisiae sobre la Z. mobilis. 
 
Debido a su naturaleza procariótica, la manipulación genética en bacterias ha sido 
llevada a cabo con mucha más facilidad que en las levaduras. Hoy en día, a través 
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de la ingeniería genética se pueden obtener bacterias más versátiles que pueden 
producir etanol a partir de materias primas menos costosas y así reducir 
considerablemente los costos de producción de etanol hasta U$1.20/g. En 1993 
en EE.UU. se comenzó a desarrollar bacterias capaces de fermentar todos los 
azúcares presentes en materiales tales como los lignocelulósicos. Estos 
materiales son conocidos por presentar tanto hexosas como pentosas, y el reto de 
la ingeniería genética es desarrollar organismos que puedan asimilar ambos 
grupos de azúcares y mejorar el rendimiento de producción de etanol, [57]. 
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4 FACTORES QUE AFECTAN EL DESEMPEÑO DE LOS 
MICROORGANISMOS EN LA PRODUCCIÓN DE BIOETANOL 
 
Los procesos fermentativos como se mencionó al principio del capítulo, requieren 
de condiciones de operación que garanticen el buen desempeño de los 
microorganismos. A partir de esto, se ha visto que el manejo de estos 
microorganismos presenta ciertas dificultades, específicamente en las condiciones 
de medios de cultivos y del proceso de fermentación a nivel industrial. En esta 
sección se presentan tres de los factores más importantes que afectan el 
desempeño de una cepa en un proceso de fermentación, y la manera como a 
partir de estos fenómenos se generan criterios en la selección de microorganismos 
que optimicen la producción de etanol. Estos factores son presentados a 
continuación: 
 
 
4.1 Inhibición por producto. 
A raíz del interés generado en la producción de etanol a altas concentraciones, se 
ha visto como este factor afecta el desempeño de los microorganismos 
fermentadores causando inhibición en el crecimiento microbiano y la reducción en 
el rendimiento producto/sustrato. En general, una concentración de etanol mayor 
al 6% (p/v) tiene un efecto inhibitorio sobre todos los microorganismos. La mayoría 
de las cepas toleran una concentración de 5.5 % de etanol en el medio de cultivo, 
[58]. 
 
 
4.2 Temperatura. 
Algunos microorganismos tales como la Zymomonas mobilis crecen entre 25 y 
40ºC, con un crecimiento optimo a 30ºC. La composición y la estructura de la 
membrana plasmática y la concentración de fosfolípidos desmejora cuando la 
bacteria alcanza una temperatura de 40 ºC, lo cual conlleva a una pérdida de la 
integridad de la membrana. Posteriormente, la elevada temperatura resulta en la 
acumulación de etanol dentro de la célula, lo cual tiene un significativo efecto en la 
viabilidad de las células, [20]. En el caso de levaduras como las especies del 
género Saccharomyces la velocidad de producción de alcohol incrementa de 
forma estable hasta los 30 ºC y de forma suave hasta los 36ºC, pero disminuye a 
temperaturas superiores a los 37 °C. Algunas cepas son capaces de crecer a 
temperaturas por encima de los 37 ºC y son comúnmente nombradas como 
termofílicas, mientras que otras tienen una temperatura máxima superior a los 45 
ºC y son comúnmente llamadas termotolerantes. [58]. 
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4.3 Condiciones de aireación. 
Muchos microorganismos, tanto levaduras como bacterias, crecen en condiciones 
anaeróbicas y el oxígeno en exceso tiene un efecto negativo sobre la producción 
de etanol. En las bacterias, por ejemplo, la aireación induce la producción de 
subproductos incluyendo acetatos, acetaldehídos y lactatos y además, el oxígeno 
tiene un efecto inhibitorio sobre el consumo de sustrato y el crecimiento 
microbiano. A bajas concentraciones de sustrato, las velocidades de crecimiento y 
el rendimiento de biomasa son independientes de la presencia de oxígeno. De 
forma opuesta, a altas concentraciones de sustrato, decrecen los parámetros de 
crecimiento, [57]. 
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5 MEJORAMIENTO DE MICROORGANISMOS PARA LA PRODUCCIÓN DE 
ETANOL 
 
En la sección anterior se presentaron tres de los factores que más afectan el 
desarrollo de los microorganismos en la producción de etanol. Un microorganismo 
ideal para ser utilizado a nivel industrial debe cumplir con una gran cantidad de 
requisitos generales y específicos, de acuerdo con las características propias del 
proceso de producción de etanol a partir de diferentes materias primas, [59]. 
Algunos requisitos generales que debe cumplir una cepa industrial son: 
 
 Posibilidad de obtener cultivos puros. 
 Genéticamente estables. 
 Fácil de conservar por periodos largos de tiempo. 
 Tasa elevada de producción de formas de propagación. 
 Tasa elevada de crecimiento en preinóculo y en fermentador. 
 Ausencia de problemas tecnológicos durante el escalado. 
 Producción rápida de los metabolitos de interés. 
 Fácil separación entre el producto y el microorganismo. 
 Producción mayoritaria del metabolito de interés. 
 Falta de producción de sustancias tóxicas. 
 Susceptible de mejoramiento genético. 
 
Para la producción de etanol a partir de materiales azucarados, amiláceos o 
lignocelulósicos, las cepas a utilizar deben cumplir con una serie de propiedades 
específicas, que pueden agruparse en las siguientes necesidades, [59]: 
 
 Consumir sustratos económicos tales como residuos agroindustriales. 
 Disminuir los costos de pretratamiento, consumiendo materias primas en su 
forma natural. 
 Reducir fenómenos de inhibición y pérdida de actividad durante la 
fermentación. 
 Evitar la producción de subproductos no deseados. 
 Disminuir los costos y procesos para la separación de biomasa. 
 
Las características que se deben considerar en la selección del microorganismo 
más apto para la producción de etanol a partir de hidrolizados de CCS, tomando 
en cuenta todo lo mencionado a lo largo de este capítulo, es que estas soluciones 
poseen  una gran variedad de azúcares asimilables y que estos deben ser 
aprovechados al máximo.  
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También debe considerarse que cualquier mejora que se pueda hacer sobre el 
metabolismo de cualquier cepa puede resultar en una forma de optimización del 
proceso de producción de etanol, pero a su vez puede representar un gasto 
adicional en los costos de operación. Todos estos factores se consideraran en los 
próximos capítulos, en donde este proceso se evaluará experimentalmente, a nivel 
de ingeniería de proceso y a nivel económico mediante el uso de software 
especializado. 
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CAPITULO 3. OBTENCIÓN EXPERIMENTAL DE 
ETANOL A PARTIR DE ZOCA DE CAFÉ 
 
 
Resumen 
 
En este capítulo se ejecutaron de forma experimental todas las etapas 
involucradas en la obtención de etanol a partir de CCS. En la etapa de 
pretratamiento se consideraron 3 técnicas que fueron DA, HA y Autoclave, donde 
la más eficiente fue la DA. En la etapa de sacarificación enzimática se usó la 
enzima celulasa Celluclast 1,5L en donde se obtuvieron buenos resultados en la 
obtención de glucosa. Finalmente, la etapa en la cual todas las etapas anteriores 
se conjugaron, la fermentación, fue llevada a cabo usando tres cepas diferentes: 
Candida lusitaniae ATCC 34449, Pichia stipitis NRRL Y-7124 y Zymomonas 
mobilis NRRL B-806. Los rendimientos en la producción de etanol fueron 
evaluados para cada una de estas cepas y la que mejores resultados mostró fue la 
bacteria gram negativa Zymomonas mobilis NRRL B-806 con un rendimiento del 
79 % del valor teórico. La Candida lusitaniae ATCC 34449 también arrojó 
resultados interesantes con un rendimiento de 65 % y con un tiempo de 
adaptación muy corto. 
 
Abstract  
 
In this chapter all the stages involved in ethanol production from CCS were 
executed experimentally. In the pretreatment stage 3 different techniques were 
considered and these were DA, HA and Autoclave pretreatment, as result DA was 
the most efficient. In the stage of enzymatic saccharification, the enzyme Celluclast 
1,5 L was used and the results obtained for glucose production were very 
satisfying.  Finally, the stage which conjugates all the previous stages, the 
fermentation, was carried on using three different strains: Candida lusitaniae ATCC 
34449, Pichia stipitis NRRL Y-7124 and Zymomonas mobilis NRRL B-806. The 
ethanol production yields were evaluated for each microorganism and the best 
results were obtained with Zymomonas mobilis NRRL B-806 with a percentage of 
the theoretical yield of 79%. Candida lusitaniae ATCC 34449 also showed good 
results with a 65% of the theoretical yield and an adaptation time quite short. 
 
Key words: CCS, Pretreatment, Detoxification, Enzymatic Hydrolysis, 
Fermentation, Bacteria, Yeast, Yield, Ethanol. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
La producción de etanol a partir de materiales lignocelulósicos como CCS es una 
alternativa bastante promisoria pero que involucra una cierta cantidad de 
dificultades como las que se han venido discutiendo a lo largo de esta tesis. Sin 
embargo, dado el extenso material bibliográfico con el que se cuenta en la 
actualidad acerca de la generación de energía a partir de fuentes renovables, es 
importante recordar que la principal motivación de este tipo de investigaciones es 
la de aprovechar los residuos generados por la agroindustria y darles un uso 
diferente al que se les está dando hoy en día en nuestro país.  
 
En este capítulo se muestran los resultados obtenidos experimentalmente en la 
producción de etanol a partir de CCS usando como método de pretratamiento la 
hidrólisis con ácido diluido (DA). La producción del alcohol etílico abarca unas 
etapas que son las más importantes y estas son: Reducción de tamaño y 
pretratamiento, detoxificación, hidrólisis enzimática y fermentación. En este 
capítulo no se consideró la etapa de separación y concentración del producto dado 
que el centro de este capítulo es analizar el comportamiento de los 
microorganismos empleados en los hidrolizados obtenidos y ver cuál de estas 
cepas es la que mejor rendimiento produce. 
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2 MATERIALES Y REACTIVOS 
 
2.1 Materiales. 
 
• Incubadora. 
• Agitador orbital. 
• Cámara de flujo laminar. 
• Cromatografía de gases. 
• Centrifuga. 
• Autoclave. 
• Horno. 
• Placa de agitación. 
• Campana extractora. 
• Vortex. 
• Microscopio. 
• Cámara de Neubauer. 
• Beaker Schott de 600 ml. 
• Beaker Schott de 1000 ml. 
• Balón aforado Schott de 1000 ml. 
• Erlenmeyer 100 ml. 
• Erlenmeyer 200 ml 
• Erlenmeyer 1000 ml. 
• Agitador magnético. 
• Asas de cultivo. 
• Micro pipeta de 100 µL. 
• Micro pipeta de 1000 µL. 
• Extracto de malta. 
• Caldo nutritivo. 
• Agar extracto de malta. 
• Agar Agar. 
• Agar nutritivo. 
 
 
2.2  Reactivos. 
 
• Ácido sulfúrico (99.2 % p/p). 
• Hidróxido de sodio anhidro (NaOH). 
• Etanol. 
• Urea. 
• Fosfato trisódico. 
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• Sulfato de magnesio. 
• Cloruro férrico. 
• Tartrato de sodio y potasio. 
• DNS (ácido 3,5 - dinitrosalicílico). 
• Glucosa anhidra. 
• Xilosa anhidra. 
• Hidróxido de calcio. 
• Ácido cítrico. 
• Citrato de sodio. 
• Clorito de sodio. 
• Agua destilada. 
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3 MÉTODOS DE SEGUIMIENTO DE VARIABLES  
 
 
3.1 Método de DNS. 
Inicialmente se hace una preparación de los reactivos que han de ser empleados 
en la elaboración de la curva patrón. Los reactivos son los siguientes: 
 
 
• Glucosa anhidra. 
• Hidróxido de sodio anhidro (NaOH). 
• Tartrato de sodio y potasio. 
• DNS. 
• Agua destilada. 
 
 
3.1.1 Preparación de solución (stock) de glucosa (0.4%). 
 
 
a. Tomar 0.4 gr. de glucosa. 
b. Disolver en agua destilada y aforar a 100 ml. 
 
 
3.1.2 Preparación del DNS. 
 
 
Solución 1 
a. Pesar 1.6 g de NaOH. 
b. Pesar 30 g de Tartrato de sodio y potasio. 
c. Disolverlos con 50 ml de agua destilada. 
 
 
Solución 2 
a. Pesar 1 g de DNS. 
b. Disolver con 30 ml de agua destilada. 
c. Agregar lentamente y con agitación la  solución de DNS (Solución 2) a la 
solución de tartrato y NaOH (Solución 1). 
d. Ajustar aforo a 100 ml. 
e. Filtrar. 
f. Envasar en frasco ámbar. Duración de 3 meses. 
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Tabla 9. Soluciones patrón para la elaboración de la curva de calibración del método de 
DNS. 
 
Muestra 
Blanco 1 2 3 4 5 6 
Glucosa (0.4%) 
(ml) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 
Agua destilada 
(ml) 2 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 
g/L de glucosa 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 
 
 
3.1.3 Determinación de azúcares en la muestra problema. 
 
 
1. 0.5 ml de muestra problema ó 0.5 ml de solución patrón con 0.5 ml de agua 
destilada. 
2. Adicionar 0.5 ml de DNS. 
3. Agitar todos los tubos con vortex. 
4. Llevar a ebullición por 5 min. en baño maría. 
5. Enfriar hasta temperatura ambiente. 
6. Adicionar a cada tubo 5 ml de agua destilada y agitar con vortex. En este 
punto se tiene que distinguir una gama de tonalidades entre muestras que 
van desde la más oscura (la muestra con más contenido de azúcar) hasta 
la más tenue (la muestra con menor contenido de azúcar). 
7. Dejar en reposo 15 min. y leer a 540 nm. en el espectrofotómetro.  
 
 
En la Tabla N° 10 se muestran los resultados obtenidos para la formación de la 
curva de calibración del método DNS. 
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Tabla 10. Curva de calibración con glucosa anhidra para el método DNS. 
Muestra Concentración Glucosa (g/L) Absorbancia 1 (nm) Absorbancia 2 (nm) Absorbancia promedio
Blanco 0.0 0 0 0 
1 0.2 0.104 0.104 0.104 
2 0.4 0.208 0.207 0.207 
3 0.6 0.295 0.295 0.295 
4 0.8 0.382 0.398 0.390 
5 1.0 0.519 0.522 0.520 
6 1.2 0.598 0.592 0.595 
 
 
Figura 7. Curva de calibración para el método DNS. La línea punteada representa el ajuste 
lineal de los datos. 
 
 
La línea punteada de la Fig. N° 7 representa el ajuste lineal de los datos y la 
ecuación que lo representa es 1.9509. 0.0081253y x= − con un R2= 0.9932. 
 
 
3.2 Cromatografía de gases. 
Para la determinación de alcohol existen muchas técnicas primarias que con 
ampliamente empleadas para este fin. En este caso en particular se hizo uso de la 
cromatografía de gases para cuantificar la producción de etanol y así con esto 
obtener el rendimiento del proceso. Para este método se empleó un cromatógrafo 
de gases PERKIN ELMER Autosystem XL con un detector FID (Flame Ionization 
Detector) y con las siguientes condiciones de operación: 
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• 1 70HornoT C= ° . 
• 2 250HornoT C= ° . 
• 1 4min.t =  
• 2 7 min.t =  
• 20 / min .Velocidad decalentamiento C= °  
• Inyección 150T C= ° . 
• Gas de arrastre 8.3 .P psi=  
• Detector 250T C= ° . 
 
 
En la Fig. N° 8 se muestra la curva de calibración para la medición de etanol con 
su respectiva línea de tendencia. Todos los puntos de esta curva fueron obtenidos 
por triplicado y tomando un promedio entre ellos. 
 
 
Figura 8. Curva de calibración y línea de tendencia cromatografía de gases. 
 
La línea punteada de la Fig. N° 8 representa el ajuste lineal de los datos y la 
ecuación que lo representa es -79.7268.10 .x +0.0033778y = con un R2= 0.996. 
 
 
3.3 Conteo de células usando la cámara de Neubauer. 
La Cámara de Neubauer es un instrumento utilizado para realizar conteo de 
células en un medio de cultivo líquido. Consta de dos placas de vidrio, entre las 
cuales se puede alojar un volumen conocido de líquido. Una de las placas posee 
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una cuadrícula de dimensiones conocidas que es visible con ayuda del 
microscopio. 
 
La cuadrícula consiste en un cuadrado de 3 x 3 mm, con una separación entre dos 
líneas consecutivas de 0.25 mm (ver Fig. N° 9). Así pues el área sombreada y 
marcada con L corresponde a 1 milímetro cuadrado. La depresión central del 
cubreobjetos está hundida 0.1 mm respecto a la superficie, de forma que cuando 
se cubre con un cubreobjetos éste dista de la superficie marcada 0.1 milímetro, y 
el volumen comprendido entre la superficie L y el cubreobjetos es de 0.1 milímetro 
cúbico.  
 
 
Figura 9. Zona de conteo de células en la cámara de Neubauer. 
 
Para contar las células de un cultivo líquido, se agrega una gota de éste entre 
éstas dos placas y se observa en el microscopio óptico la cantidad de células 
presentes en un campo determinado de la cuadrícula. Si contamos las cuatro 
áreas sombreadas (L) observando un total de x células entre las cuatro áreas, la 
concentración en la suspensión celular será: 
 
Concentración en la suspensión (células / ml) = 10000 (x/4) * Factor de dilución 
 
Donde: x = Nº de células contadas en la cámara de Neubauer 
 
Para determinar la viabilidad celular se emplean diferentes métodos. El más 
común es el de tinción con azul de tripán. El azul de tripán es un coloide que se 
introduce en el interior de las células que presentan roturas en la membrana. Así 
pues las células que aparecen en la imagen, claramente de color azul, son 
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consideradas no viables. Asimilar células blancas, por exclusión, a células viables 
es un error pues por este método se sobrevalora la viabilidad de las células en la 
suspensión, determinando como inviables sólo aquellas con la membrana rota.  
 
 
3.3.1 Procedimiento. 
 
• Limpie la cámara y la laminilla de cuarzo suavemente con alcohol. 
• Revise la laminilla de cuarzo que no debe estar desbordada o quebrada. 
• Coloque la laminilla de cuarzo sobre la cámara en forma vertical, esta debe 
quedar centrada. 
• Proceda a llenar la cámara. Este paso es muy importante y definitivo en la 
distribución de las células. Es recomendable llenarla con micropipeta o con 
una jeringa ya que la cámara se llena con una gota. El llenado debe ser 
continuo en un solo intento.  
• La cámara no puede quedar seca y esto se detecta porque en las esquinas 
del recuadro de llenado se ven porciones secas. Tampoco se debe inundar, 
la apariencia en la cámara es de líquido abundante en las terminaciones del 
recuadro. Esperar 5 minutos a que las células en suspensión (si las hay) 
sedimenten. 
• Lleve la cámara al microscopio y enfoque el cuadro de conteo con el ocular 
de 4X. Observará lo siguiente: 
 
Figura 10. Vista de la zona de conteo de células en la cámara de Neubauer en objetivo 4.x. 
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• Para realizar el conteo se pasa al ocular de 40X, donde se visualiza cada 
uno de los campos y con ayuda del carro del microscopio se desplaza la 
cuadrícula hasta contar en todos los cuadros. El conteo en estos campos 
de la cámara se conoce como AP (alto poder). Con el lente de 40X cada 
cuadro se ve de la siguiente manera: 
 
Figura 11. Vista de la zona de conteo de células en la cámara de Neubauer en objetivo 40.x. 
 
• Las células se cuentan cuadro por cuadro y se hace un total. Se 
recomienda realizar el conteo siguiendo las flechas, como se muestra en la 
Fig. N° 12,  para evitar que se cuenten las células dos veces ó no que no se 
cuenten. Alrededor de cada cuadrícula se observa que hay tres líneas que 
delimitan el cuadrante de lectura, que son fundamentales en el momento 
del conteo ya que definen cuales células son contables o cuales están fuera 
del campo de conteo. Las células que no tocan la segunda línea son 
contables, si la tocan o están encima de ella no se incluyen. Gráficamente 
se puede apreciar la forma correcta de conteo. Las células que tiene una X 
son las que no se deben contar. 
 
Figura 12. Orden sugerido de conteo. 
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• Después de contar las células se procede a calcular el número de células 
por unidad de volumen. Para esto se utiliza el área de cada cuadro, el 
espacio ocupado por el líquido en el que están las células que es el mismo 
espacio que hay entre la cuadrícula de la cámara y la laminilla de cuarzo. 
 
3.4 Determinación de biomasa por peso seco. 
Para determinar cuanta masa celular se forma a lo largo de la fermentación, se 
procede con un método bastante simple pero muy representativo de la medida de 
la biomasa. Este método consiste simplemente en pesar un tubo Ependoff (w1) 
vacio (en la medida de lo posible con el menor contenido de humedad) y agregarle 
1 ml de la muestra de fermentación, centrifugar la muestra a 12000 rpm por 10 min 
y decantar el contenido de tal forma que el precipitado quede únicamente en el 
tubo. El tubo se seca a 60 °C para retirarle humedad a los sólidos. Pasadas 24 
horas el tubo Ependoff con muestra sólida se pesa de nuevo (w2) y se determina 
la masa de sólidos por diferencia de pesos. La concentración de biomasa seca se 
determina haciendo la relación entre la masa de sólidos secos con respecto al 
volumen tomado del caldo de fermentación. 
 
2 1
3( / ) 1 10
w wg L Biomasa
x −
−=        Ec. (1) 
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4 MÉTODOS DE PRETRATAMIENTO 
 
Los métodos de pretratamiento empleados en este trabajo fueron: hidrólisis con 
ácido diluido (DA), hidrólisis alcalina (HA) y autoclave. 
 
 
4.1 Hidrólisis con ácido diluido. 
La hidrólisis con ácido diluido es un pretratamiento en el cual el material 
lignocelulósico es sometido a un calentamiento en agua acidificada con un ácido 
fuerte. En el caso específico de este trabajo se decidió trabajar con H2SO4 a una 
concentración de 2% (p/p) como catalizador de la reacción de sacarificación de la 
holocelulosa, [1,2]. Se pesó el CCS de tal forma que la relación solido/mezcla 
fuera de 1:10. El tiempo de residencia fue de 4 horas y la temperatura de 135 °C. 
 
 
4.2 Hidrólisis alcalina. 
La hidrólisis alcalina al igual que la hidrólisis acida es un pretratamiento en el que 
la holocelulosa de la materia prima se convierte en azúcares reductores. En este 
pretratamiento el agente catalítico fue el NaOH. Se preparó una solución al 2 % 
(p/p) de NaOH en agua destilada y se agregó el material solido en una proporción 
1:10 como en el caso del tratamiento ácido, [3,4,5]. 
 
 
4.3 Autoclave. 
De todos lo pretratamientos aplicados en esta tesis, este es el más simple. Solo se 
agregaron los sólidos en agua destilada en una proporción 1:10 a una temperatura 
de 135 °C por 4 horas en un autoclave. Los resultados comparativos de estos 
pretratamientos se muestran en la Tabla N° 11.  
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Tabla 11. Métodos de pretratamiento aplicados a CCS. 
Método Ensayo Absorbancia (nm) 
Concentración de azúcares  
reductores (g/L) Promedio
Hidrólisis Acida Diluida (2%p/p)
1 1.637 32.92 
33.41 
2 1.685 33.89 
Autoclave 
1 0.225 4.595 
4.94 
2 0.260 5.297 
Hidrólisis Alcalina (2%p/p) 
1 0.067 1.424 
1.54 
2 0.079 1.665 
 
 
En la Tabla N° 11 se muestran los ensayos realizados para determinar que 
pretratamiento era el mejor en la producción de azúcares reductores. El que 
mejores resultados arrojó fue el pretratamiento (DA). En el pretratamiento (HA) no 
se obtuvieron resultados tan buenos y esto nos indica que la hidrólisis de 
materiales con alto contenido de lignina o materias primas de madera dura no son 
susceptibles a este agente químico. Finalmente, el pretratamiento en el autoclave 
promete ser un método eficiente siempre y cuando este sea a temperaturas y 
presiones mucho más altas. Sin embargo, alcanzadas dichas temperaturas el 
pretratamiento se convierte en un proceso de autohidrólisis catalizado por los 
ácidos formados a las altas condiciones de operación. Cada ensayo fue realizado 
por duplicado. Como el pretratamiento que mejores resultados produjo fue el (DA), 
esta técnica fue la empleada para el resto del proceso de producción de etanol. 
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5 CARACTERIZACIÓN DE LA MATERIA PRIMA EMPLEADA 
 
La caracterización de la materia prima CCS fue llevada a cabo usando la 
metodología mostrada en la sección 3 del capítulo 1. Los resultados de esta 
caracterización se muestran en la Tabla N° 12. 
 
 
Tabla 12. Composición de CCS obtenida en este trabajo (% p/p peso seco). 
Componentes Composición 
Extractivos 10-20 
Lignina 20-30 
Holocelulosa Celulosa 40-50 Hemicelulosa 16-20 
 
 
Los resultados mostrados en la Tabla N° 12 muestran una similitud entre los 
resultados presentados por Rodríguez, N  (2009) de Cenicafé mostrados en la 
Tabla N° 5. Con respecto a los resultados obtenidos por Agudelo, R. A (2009) se 
puede apreciar una diferencia muy notoria entre los resultados. De nuevo se 
puede llegar a la conclusión de que para esta materia prima no hay una técnica o 
técnicas estandarizadas que permitan cuantificar de forma definitiva los 
componentes lignocelulósicos y que las condiciones agroecológicas son altamente 
influyentes en la composición química de la materia prima. Aun así estos 
resultados representan las características propias de este tipo de materias primas 
y sobre todo que el contenido de celulosa y hemicelulosa son grandes como para 
suponer que un pretratamiento y una hidrólisis enzimática podrían producir una 
cantidad considerable de sustrato asimilable. 
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6 DESCRIPCIÓN DEL PROCESO DE OBTENCIÓN DE ETANOL 
 
En la Fig. N° 13, se muestra el diagrama de flujo del proceso de obtención de 
etanol a nivel de laboratorio: 
 
Figura 13. Diagrama de flujo del proceso de producción experimental de etanol. 
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6.1 Reducción de tamaño. 
Como se mostró en la Fig. N° 1, el CCS se encuentra cubierto por musgo y 
hongos generados de forma natural en los campos con alto contenido de 
humedad. El material presenta características de mucha rigidez, lo cual dificulta 
enormemente la manipulación y la molienda del mismo. Previo al proceso de 
molienda, se requiere retirar el musgo y los hongos que se encuentran sobre la 
madera de café. Este proceso se efectúa de forma manual, de tal forma que el 
material quede liso. Se procede a secar el material por 5 horas a 60 °C en un 
horno de convección para retirar de forma eficiente la humedad de la madera y 
para facilitar su trituración.  
 
 
Peso del material sólido con musgo y hongos = 2.121 kg. 
Peso del material sólido sin musgo ni hongos = 2.071 kg. 
Peso del material sólido después de secar = 1.940 kg. 
 
. 
Peso del material sólido después de secar % de sólidos secos = .100%
Peso del material sólido con musgo y hongos 
  Ec. (2) 
 
1.940 % de sólidos secos = .100% 91.466%
2.121 
=  
 
 
El material sólido es entonces cortado en piezas más pequeñas y molido en un 
molino de cuchillas alcanzando una potencia máxima de 3 kW. El material 
reducido que se obtiene presenta un tamaño de partícula inferior a 1mm. Se 
obtuvieron 1.280 kg de material molido dando como rendimiento en la etapa de 
molienda con respecto a la cantidad de sólidos iníciales de un 60.37 %.  
 
Se cuantificó el contenido de humedad tomando una muestra de 100 g a 105 °C 
por 24 horas. La masa de sólidos después del proceso de secado fue de 95.8808 
g dando como resultado un porcentaje de humedad de 4.1192%. Este contenido 
de humedad difiere del obtenido en la Ec. (2), ya que la fricción de las cuchillas en 
el molino calienta al sólido y le resta humedad.  
 
 
6.2 Pretratamiento. 
El material solido molido es entonces tratado con ácido sulfúrico, ya que como se 
mostró en la Tabla N° 11, este pretratamiento arrojó los mejores resultados en la 
producción de azúcares reductores. Se tomaron 80 g de este material con las 
características mencionadas anteriormente y se mezclaron con 720 g de solución 
2% (w/w) de H2SO4 para que la relación sólidos/mezcla fuera 1:10. El 
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pretratamiento se efectúo por 4 horas a 135 °C, [1,2]. Se obtuvieron 600 ml de 
solución hidrolizada con una concentración de azúcares reductores de 33.4 g/L.  
 
 
6.3 Detoxificación y neutralización. 
El proceso de detoxificación consiste básicamente en agregar cal viva (Ca(OH)2) a 
la solución del hidrolizado que se obtuvo en la etapa de pretratamiento con ácido 
diluido. Al agregar el Ca(OH)2 a la solución el color vino tinto del hidrolizado se 
tornó negro y el pH cambió cuando la masa de la cal viva alcanzó los 14 g.  Las 
condiciones de operación de esta etapa fueron de 60 °C, un pH 11 y un tiempo de 
residencia de 30 min.  
 
Al cabo de 30 min de detoxificación, la solución se neutralizó con H2SO4 hasta que 
el pH bajó hasta 5. Las sales formadas son separadas por filtración. Este 
procedimiento se hizo varias veces hasta que la solución no presentó sólidos 
precipitados. Se midió nuevamente la concentración de azúcares reductores en la 
solución detoxificada y esta fue de 19.5 g/L. 
 
 
pH inicial solución hidrolizado = 0.96. 
pH final solución detoxificada = 5.0 
Concentración final de azúcares reductores = 19.5 g/L. 
 
 
6.4 Lavado de sólidos y preparación de la solución Buffer. 
Para garantizar el buen desempeño de la enzima en la hidrólisis, el material sólido 
debía ser lavado con abundante agua, a fin de que los materiales tóxicos solubles 
fueran extraídos y no causaran inhibición en la actividad enzimática. En esta 
sección se recomienda que los lavados sean con abundante agua y que sean 
repetidos al menos 12 veces para así garantizar la remoción de los contaminantes. 
El material sólido no puede ser secado ya que si la temperatura supera los 50 °C, 
los sitios en donde la enzima podría actuar serían bloqueados, [6]. Sin embargo, 
se puede determinar la cantidad de sólidos secos tomando una pequeña muestra 
del material y secarlo aparte.  
 
 
Masa de sólidos húmedos después de etapa de lavado = 102.567  g. 
Masa de sólidos a secar = 1 g. 
Masa de sólidos después de secar = 0.3739 g. 
Masa total de sólidos secos = 38.3498 g. 
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La solución buffer de Citrato de Sodio se preparó de tal forma que la  
concentración de Citrato fuera 0.05 M  y un pH de 4.8, [7,8,9,10]. La solución 
buffer se preparó usando las siguientes cantidades: 
 
Citrato de sodio 7.91 g. 
Ácido cítrico 3.72 g. 
 
Se aforó en un balón a 1 litro de solución. El pH medido fue de 4.86. Cuando el pH 
no corresponde al requerido, este se ajusta con Ácido Cítrico si es necesario 
disminuir el pH ó con NaOH si se requiere aumentarlo. 
 
 
6.5 Hidrólisis enzimática. 
La hidrólisis enzimática fue llevada a cabo siguiendo las siguientes indicaciones: 
 
 
• La relación másica entre los sólidos y solución buffer fue de 1:10. 
• La mezcla heterogénea fue autoclavada a 121 °C por 20 min para esterilizar 
el medio, como una medida sustituta a la falta de Azida de sodio. 
• La relación másica entre la enzima (Celluclast 1,5L) y los sólidos fue 1.5:10, 
[8].   
• Temperatura 60 °C y tiempo de residencia 120 horas. 
 
 
Tomando en cuenta lo anterior las cantidades necesarias de materiales y reactivos 
en esta etapa fueron: 
 
Volumen de solución a hidrolizar = 383.498 ml (al 10 % p/v) 
Masa de enzima utilizada = 5.7525 g. 
pH solución  = 4.79. 
 
El seguimiento de la hidrólisis se hizo empleando el método de DNS para la 
determinación de los azúcares que se estuvieran formando. En la Tabla N° 13 se 
muestra el seguimiento de la etapa de hidrólisis enzimática. 
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Tabla 13. Seguimiento hidrólisis enzimática. 
Tiempo
 (h) 
Absorbancia 
(nm) 
Azúcares  
reductores 
(g/L) 
0 0.067 2.45 
5 0.059 2.14 
24 0.127 4.79 
48 0.387 14.9 
72 0.423 16.3 
96 0.474 18.3 
120 0.451 17.4 
 
 
 
Figura 14. Formación de azúcares reductores en la etapa de hidrólisis enzimática.   
 
Como se había mencionado anteriormente, este es un proceso que no genera 
componentes inhibidores y tóxicos. Una forma de mejorar este proceso es la 
implementación de enzimas que ayudan a mejorar el rendimiento del producto y 
estas son las β-Glucosidasas. Según Beck, J. M. et al. (1990), estas enzimas 
elevan la concentración de glucosa hasta 33 g/L, aproximadamente, haciendo que 
el proceso de producción de etanol sea más rentable ya que se aprovechan todos 
los posibles sustratos. Claro está que el costo de producción aumentaría por el 
uso de esta enzima especializada en el consumo de polisacáridos y dado que se 
busca escalar este proceso a nivel industrial la aplicación de Celluclast 1,5 L sería 
mucho más aceptable. De acuerdo con la Fig. N° 14, el tiempo de residencia 
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podría reducirse hasta las 80 horas, ya que se alcanza una especie de  estabilidad 
en donde la diferencia entre concentraciones es baja y el rendimiento sigue siendo 
alto.  
 
 
6.6 Fermentación. 
La fermentación es la etapa final de este proceso experimental en el que las 
corrientes provenientes de las etapas de hidrólisis ácida y enzimática se unen para 
formar un hidrolizado compuesto en gran medida por Glucosa y Xilosa. Para este 
proceso de fermentación de hidrolizados de CCS, se tomaron 3 cepas diferentes, 
conocidas en la literatura por su capacidad de fermentar ambos grupos de 
azúcares de forma simultánea. 
 
 
6.6.1 Candida lusitaniae ATCC 34449. 
Esta levadura fue obtenida a través de la empresa Microbiologics ®, y como se 
mostró en la Tabla N° 8, asimila un amplio rango de sustratos que van desde 
hexosas y pentosas hasta disacáridos como la Sacarosa y la Celobiosa. Este 
microorganismo representa una muy buena opción en cuanto a la fermentación de 
hidrolizados de materiales lignocelulósicos, sobre todo porque en la etapa de 
hidrólisis enzimática se forma Celobiosa que no puede ser convertida en su 
totalidad a glucosa, [11,12]. 
 
 
6.6.1.1 Medio de cultivo. 
En la Fig. N° 15, se muestra un cultivo de Candida lusitaniae ATCC 34449. Son 
colonias grandes, de color blanco, con borde definido cuya etapa de crecimiento 
es de 12 horas. El tiempo de adaptación de esta cepa es un muy buen criterio de 
selección ya que garantiza que el tiempo de la fermentación puede disminuir 
bastante y aun así puede mantener un rendimiento alto. La cepa se activó en un 
medio de extracto de malta por 24 horas dando un conteo en cámara de Neubauer 
de 237.5x106 cel/mL y se sembró posteriormente en Agar de Extracto de malta. 
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Figura 15. Cultivo de Candida lusitaniae ATCC 34449. 
 
 
 
6.6.2 Pichia stipitis NRRL Y-7124.  
La levadura Pichia stipitis NRRL Y-7124 fue donada muy amablemente por el 
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA). Esta es una de las 
levaduras más estudiadas debido a sus buenos resultados en la producción de 
etanol a partir de sustratos compuestos principalmente por hexosas y pentosas, 
[13,14,15]. 
 
 
6.6.2.1 Medio de cultivo. 
El medio de cultivo líquido para la activación de esta levadura fue el mismo que 
para la Candida lusitaniae (Extracto de malta) pero su conteo celular en cámara de 
Neubauer fue de 105,75x106 cel/mL, mucho menor que el de la Candida lusitaniae 
ATCC 34449. La siembra para la formación de colonias fue de igual forma en Agar 
de extracto de malta. En la Fig. N° 16 se muestra el cultivo de esta levadura en 
Agar. 
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Figura 16. Cultivo de Pichia stipitis NRRL Y-7124. 
 
 
6.6.3 Zymomonas mobilis NRRL B-806. 
La Zymomonas mobilis es una bacteria muy representativa en cuanto a la 
producción de etanol debido a su alto rendimiento y cortos tiempos de 
fermentación. Esta bacteria presenta varias ventajas sobre los demás 
microorganismos y estas son: Mayor velocidad de crecimiento, fácil adaptación al 
medio de fermentación, menor producción de CO2, entre otros. Su rango de 
sustratos se mostró en la Tabla N° 8. Su adquisición para el desarrollo de esta 
tesis se hizo a través de la empresa Microbiologics ®. 
 
6.6.3.1 Medio de cultivo. 
El medio de cultivo de esta bacteria fue de Caldo Nutritivo, compuesto 
principalmente por Peptona, extracto de levadura, extracto de carne y matosa. El 
Agar en el que se sembró esta cepa fue de caldo nutritivo. En la Fig. N° 17 se 
muestra el cultivo de Zymomonas mobilis. Nótese que el tamaño de las colonias 
es mucho menor que el de las cepas anteriores, [16,17,18,19]. El conteo en 
cámara de Neubauer para esta bacteria no se aplica debido a que el tamaño de 
las células de la bacteria es mucho menor que el de las células de las levaduras. 
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Figura 17. Cultivo de Zymomonas mobilis NRRL B-806. 
 
 
6.6.4 Preparación del preinóculo. 
El preinóculo representa el 10 % del volumen total de fermentación. Este sirve 
finalmente como medio de acondicionamiento de las cepas para que en el 
momento de fermentar el medio final, las cepas no muestren un tiempo de latencia 
muy grande ó no se inhiban por el cambio de condiciones de crecimiento. Para el 
preinóculo las condiciones de pH y nutrientes deben ser lo más parecidas al medio 
de fermentación. 
 
Para las levaduras la cantidad de nutrientes requerida es mostrada en la Tabla N° 
14. Estas cantidades se usaron con base a lo reportado para las fermentaciones 
de melaza con levadura Saccharomyces cerevisiae: 
 
 
 
Tabla 14. Cantidad de nutrientes requeridos para la fermentación con levaduras. 
Nutrientes Masa de nutrientes  (g) por cada 1 ml de hidrolizado 
Urea 0.0021 
Fosfato trisódico 0.0010 
Sulfato de magnesio 1.1x10-5
Cloruro férrico 1.1x10-5 
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La cantidad de nutrientes requeridos para la preparación del preinóculo y el medio 
de fermentación de la bacteria son mostrados en la Tabla N° 15, [16,17,18,19]. 
 
 
Tabla 15. Cantidad de nutrientes requeridos para la fermentación con  Zymomonas mobilis. 
Nutrientes Masa de nutrientes  (g) por cada 1 ml de hidrolizado 
KH2PO4 0.002 
Sulfato de magnesio 0.001 
Sulfato de amonio 0.002 
 
 
Se tomaron como referencia de partida para las tres cepas la misma cantidad de 
sustrato y el mismo tiempo de fermentación. Con este último se querían ilustrar 
dos etapas muy importantes que son el tiempo de adaptación y el estado estable 
del proceso, en el cual ya no se presentan cambios en las concentraciones tanto 
de sustrato como de producto. La determinación de azúcares reductores se hizo 
aplicando el método de DNS con un factor de dilución de la muestra de 1/20, la 
curva de etanol se obtuvo por cromatografía con un factor de dilución de 1/100 y la 
biomasa aplicando el método de peso seco.  
 
En las Tablas N° 16, 17 y 18 se muestran los resultados obtenidos en las 
fermentaciones de los hidrolizados usando las tres diferentes cepas. 
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Tabla 16. Resultados obtenidos de la fermentación de hidrolizados de CCS con Candida 
lusitaniae ATCC 34449. 
Tiempo 
 (h) 
Absorbancia 
 (nm) 
Concentración 
azúcares reductores 
(g/L) 
Área 
(mV.min) Etanol (g/L) 
Biomasa 
(g/L) 
0 0.502 19.6 0 0 1.5 
2 0.491 19.2 0 0 1.6 
4 0.513 20.0 755.85 0.58 1.7 
7 0.462 18.0 752.68 0.577 1.8 
9 0.380 14.8 1527.6 1.172 1.7 
15 0.299 11.7 2302.5 1.767 1.8 
17 0.281 10.9 3077.4 2.361 2.1 
24 0.264 10.3 2975.3 2.283 2.2 
26 0.232 9.10 4070.1 3.123 2.1 
31 0.210 8.20 4366.9 3.351 2.0 
38 0.218 8.51 3914.3 3.004 2.0 
48 0.211 8.23 4610.1 3.538 1.9 
78.25 0.204 7.96 4921.5 3.777 1.8 
80.25 0.195 7.63 5232.9 4.015 1.7 
 
 
Tabla 17. Resultados obtenidos de la fermentación de hidrolizados de CCS con Pichia 
stipitis NRRL Y-7124. 
Tiemp
o 
 (h) 
Absorbanci
a 
 (nm) 
Concentración 
azúcares reductores 
(g/L) 
Área 
(mV.min) Etanol (g/L) 
Biomasa 
(g/L) 
0 0.502 19.6 0 0 0.3 
2 0.492 19.2 0 0 0.5 
4 0.487 18.9 0 0 0.2 
7 0.462 18.0 0 0 1.0 
9 0.476 18.6 0 0 1.8 
16 0.465 18.1 0 0 1.5 
18 0.452 17.6 0 0 1.9 
24 0.439 17.1 575.99 0.442 2.2 
26 0.433 16.9 482.39 0.370 2.4 
31 0.427 16.6 388.79 0.298 2.1 
38 0.460 17.9 436.69 0.335 1.9 
48 0.416 16.2 631.26 0.484 2.0 
78.25 0.208 8.10 3501.5 2.687 2.4 
80.25 0.203 7.90 3523.6 2.704 2.2 
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Tabla 18. Resultados obtenidos de la fermentación de hidrolizados de CCS con Zymomonas 
mobilis NRRL B-806. 
Tiempo  
(h) 
Absorbancia 
(Å) 
Concentración 
azúcares reductores 
(g/L) 
Área (mV.min) Etanol (g/L) Biomasa (g/L) 
0 0.502 19.6 0 0 0.03 
2 0.478 18.6 0 0 0.02 
4 0.478 18.6 751.47 0.577 0.02 
7 0.457 17.8 1202.3 0.923 0.02 
9 0.433 16.9 1502.9 1.153 0.04 
16 0.403 15.7 1653.2 1.268 0.05 
18 0.368 14.3 3306.4 2.537 0.10 
24 0.338 13.1 4057.9 3.114 0.12 
26 0.296 11.5 5260.2 4.037 0.40 
31 0.272 10.6 5109.9 3.922 0.45 
38 0.164 6.41 6462.6 4.959 0.50 
48 0.164 6.41 7514.7 5.767 0.60 
78.5 0.132 5.13 8115.87 6.228 0.51 
80.5 0.129 5.01 7725.11 5.928 0.42 
 
 
Figura 18. Distribución de productos en la producción de etanol a partir de hidrolizados de 
CCS usando Candida lusitaniae ATCC 34449. 
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Figura 19. Distribución de productos en la producción de etanol a partir de hidrolizados de 
CCS usando Pichia stipitis NRRL Y-7124. 
 
 
Figura 20. Distribución de productos en la producción de etanol a partir de hidrolizados de 
CCS usando Zymomonas mobilis NRRL B-806. 
 
A continuación se procede a efectuar un análisis comparativo de los resultados 
obtenidos en las figuras 18, 19 y 20. En esta etapa es importante determinar cual 
cepa tiene un periodo de adaptación más corto y un rendimiento más alto. En la 
Fig. N° 21 se muestra el consumo de sustrato por las diferentes cepas a lo largo 
del tiempo de fermentación y en la Fig. N° 22 la producción de etanol. 
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Figura 21. Consumo del sustrato por cada una de las cepas empleadas en el desarrollo de 
esta tesis. 
 
 
Figura 22. Producción de etanol por cada una de las cepas empleadas en el desarrollo de 
esta tesis. 
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microorganismos. Sin embargo si evaluamos el rendimiento de producción de 
cada proceso fermentativo basándonos en los resultados de las Tablas N°  16, 17 
y 18 y aplicando la Ec. (3) obtenemos los resultados de la Tabla N° 19: 
 
 
/
Etanol producido
g Sustrato consumidoS P
gY =        Ec. (3) 
 
 
Tabla 19. Rendimientos de producción de etanol. 
Microorganismo 
Rendimiento 
(g de etanol producido/g de sustrato 
consumido) 
% del rendimiento 
teórico 
Candida lusitaniae 0.34 65.8 
Pichia stipitis 0.23 45.3 
Zymomonas 
mobilis 0.41 79.6 
 
 
La Tabla N° 19 muestra los rendimientos obtenidos en la fermentación de estos 
hidrolizados de CCS. De acuerdo con esto, la Zymomonas mobilis es el 
microorganismo más apto en la producción de este metabolito. También se puede 
decir, que la Candida lusitaniae es una muy buena opción, ya que como se mostró 
en la Tabla N° 8 el rango de sustratos asimilables por este microorganismo es muy 
amplio y podría representar una opción muy interesante sobre todo que en este 
etapa no se pudo cuantificar el consumo de los polisacáridos o de otros azúcares 
no reductores que son asimilados por esta levadura. 
 
 
  
82 
 
7 CONCLUSIONES 
 
El método de pretratamiento es definitivamente la etapa más crucial en la 
producción de etanol a partir de materiales lignocelulósicos como el CCS. Como 
se pudo ver en la Tabla N° 11, el pretratamiento con DA es uno de los más 
eficientes en la generación de azúcares reductores. Este pretratamiento es 
ampliamente usado a nivel industrial para muchos tipos de materia primas y en 
esta tesis se ha comprobado su eficiencia sobre otros métodos. 
 
La hidrólisis enzimática es sin lugar a  duda muy dependiente de la etapa de 
pretratamiento y esto se pudo apreciar a lo largo de este capítulo ya que la 
concentración obtenida de azúcares reductores empleando la enzima Celluclast 
1,5L es equiparable a la concentración obtenida por [8]. Esta enzima de aplicación 
industrial verdaderamente aprovecha los sustratos disponibles para aumentar la 
eficiencia del proceso de obtención de etanol. Sin embargo, esta etapa está sujeta 
a modificaciones y una de ellas es la de incluir la enzima β-Glucosidasa para 
aumentar, de forma notable, la conversión de celulosa en glucosa. 
 
La metodología aplicada en el capítulo 2 permitió decidir qué tipo de 
microorganismos eran los más aptos en cuanto a la producción de etanol a partir 
de hidrolizados de CCS basándose netamente en referentes bibliográficos. En 
este capítulo se trató otra perspectiva. Se seleccionaron tres cepas las cuales 
presentaban la facultad de consumir tanto hexosas como pentosas, y de estas una 
mostró los mejores resultados que fue la Zymomonas mobilis. Sin embargo, esto 
no quiere decir que las demás cepas no sean útiles. Como se había mencionado 
en capítulos anteriores, el primer filtro de selección era basarse en cuales de los 
principales microorganismos fermentadores eran capaces de asimilar pentosas y 
hexosas simultáneamente y finalmente eso fue lo que se hizo. Aun así y pese a 
los resultados obtenidos la levadura Candida lusitaniae es un microorganismo con 
mucho potencial en cuanto a la producción de etanol debido a su gran habilidad de 
asimilar muchos y diferentes sustratos y a su rápida adaptación a medios de 
fermentación tan complejos como estos. 
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CAPITULO 4. EVALUACIÓN ECONÓMICA DEL 
PROCESO DE PRODUCCIÓN DE ETANOL A 
PARTIR DE ZOCA DE CAFÉ 
 
 
Resumen 
 
La zoca de café (CCS) representa una alternativa prometedora para la producción 
de etanol en países tropicales debido a su alta disponibilidad y el alto rendimiento 
de biomasa por hectárea. En este capítulo se consideraron dos técnicas de 
pretratamiento de biomasa lignocelulósica como son ácido diluido (DA) y 
pretratamiento con agua líquida caliente (Liquid Hot Water ó LHW) que fueron 
integrados en el proceso de producción de etanol usando la herramienta de 
simulación ASPEN Plus y para la evaluación económica se utilizó ASPEN Process 
Economic Analyzer. La simulación incluyó dentro de sus parámetros de operación 
la composición de la zoca de café colombiana. Se determinó que el pretratamiento 
LHW permitió obtener rendimientos más altos en la producción de azúcares 
reductores. El pretratamiento DA sigue siendo una de las tecnologías más 
aplicadas en la hidrólisis de materiales lignocelulósicos debido a su eficiencia y 
bajo consumo energético. El alto contenido de lignina y bajo contenido de 
humedad en CCS mostró un gran potencial en la cogeneración de energía pero se 
obtuvo una alta cantidad de componentes contaminantes. 
 
Abstract 
 
Coffee cut-stems (CCS) represent a promising candidate for fuel ethanol 
production in tropical countries because of their high availability and higher 
biomass yield per hectare. In this chapter the pretreatment with diluted sulfuric acid 
(DA) and liquid hot water (LHW) of this agricultural residue was integrated in the 
fuel ethanol production process using ASPEN Plus for simulation and ASPEN 
Process Economic Analyzer for the economic evaluation. Simulation included the 
composition of the colombian CCS. It was found that the liquid hot water 
pretreatment allowed to obtain high sugars and ethanol yields but at a high energy 
cost. Acid pretreatment is still one of the most applied technologies for 
lignocellulosics materials due to its efficiency and lower energy consumption. 
Higher lignin content and low water content of CCS signified a high potential for 
energy cogeneration but a high amount of pollutant emissions were obtained.  
 
Key words: CCS, LHW, DA, Simulation, Economic Analyzer, Reducing Sugars, 
Enzymatic Hydrolysis, Bacteria, Yield 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
Los materiales lignocelulósicos están compuestos por dos componentes 
principales (Celulosa y Hemicelulosa) los cuales son transformados en sustratos 
asimilables por los microorganismos fermentadores. Las técnicas empleadas en la 
producción de azúcares reductores fueron presentadas en el Capítulo 1. Algunas 
de las técnicas de pretratamiento más usadas para este tipo de materias primas 
incluyen el pretratamiento con ácido diluido, hidrólisis alcalina, ozonólisis, 
explosión de fibra por amoniaco, agua líquida caliente y explosión por vapor. 
 
Después de la etapa de pretratamiento, dos corrientes son producidas: la fracción 
sólida y la fracción líquida. La primera corriente es enviada a una posterior 
hidrólisis con enzimas para la producción de glucosa a partir de celulosa mientras 
que la segunda corriente es enviada para la detoxificación del hidrolizado. Si bien 
la mayoría de los métodos mencionados anteriormente alcanzan altos niveles de 
conversión de hemicelulosa en la producción de azúcares reductores (Xilosa en 
mayor proporción), estos métodos presentan una gran desventaja y es la 
producción de componentes tóxicos como son el Furfural, el Hidroxi Metil Furfural 
(HMF) y algunos ácidos orgánicos. Con el fin de reducir la concentración de estos 
componentes se requiere de una etapa de detoxificación donde el agente 
empleado para este propósito es el Ca(OH)2. 
 
La selección de los microorganismos más aptos para la producción de etanol a 
partir de los hidrolizados de la zoca de café es altamente dependiente de la 
capacidad de estas cepas de convertir las pentosas y las hexosas de forma 
simultánea. Sin embargo, para garantizar altos rendimientos, estos 
microorganismos son modificados para que puedan tolerar altas concentraciones 
de sustrato, producto, altas temperaturas y altas concentraciones de los agentes 
inhibidores, pero esto se traduce en un incremento en los costos de producción 
haciendo que el proceso no sea rentable. En este capítulo se hace una 
comparación entre dos métodos de pretratamiento para CCS: Agua líquida 
caliente (LHW) y ácido diluido (DA). El proceso es simulado en el software 
comercial ASPEN Plus y la evaluación económica es realizada con el paquete 
ASPEN Process Economic Analyzer.  
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2 DESCRIPCIÓN DEL PROCESO 
 
En la Fig. N° 23 se muestra el esquema del proceso de producción de etanol 
usado en este trabajo, el pretratamiento LHW y DA presentan la misma 
configuración con diferencias únicamente en las condiciones de operación del 
reactor de hidrólisis. El proceso de producción de etanol presenta 5 etapas 
principales: i) Reducción de tamaño y pretratamiento, ii) detoxificación, iii) 
sacarificación enzimática, iv) fermentación y separación. 
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Figura 23. Diagrama del proceso de obtención de etanol a partir de CCS usando DA o LHW 
como pretratamiento. 
1. Molino, 2. Reactor de hidrolisis, 3. Filtro de separación de la fibra no hidrolizada, 4. 
Evaporador para la concentración de xilosa, 5. Intercambiador de calor, 6. Reactor de 
detoxificación, 7. Filtro de separación para la sales de la detoxificación, 8. Reactor de 
neutralización, 9. Reactor de hidrólisis enzimática, 10. Filtro de separación de la fibra no 
hidrolizada, 11. Evaporador para concentración de glucosa, 12. Intercambiador de calor, 13. 
Fermentador, 14. Columna de concentración de etanol, 15. Columna de rectificación, 16. 
Tamices moleculares para deshidratación de alcohol. 
 
 
i) Reducción de tamaño y pretratamiento: Esta parte del proceso 
involucra una etapa de reducción de tamaño en la cual el diámetro de 
partícula a obtener del material lignocelulósico debe ser de 1 mm. 
Después de la molienda y el tamizado, el material es sometido a una 
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etapa de pretratamiento con ácido diluido (135 °C por 4 horas) o LHW 
(220 °C por 30 min) lo cual permite la conversión de la hemicelulosa en 
azúcares reductores de 5 carbonos (principalmente Xilosa). El Furfural, 
el HMF y algunos ácidos orgánicos son subproductos de este proceso. 
 
ii) Detoxificación: Dos corrientes son obtenidas en la etapa anterior: la 
fracción líquida y la fracción sólida. La fracción líquida es tratada con 
Ca(OH)2 a 60 °C por 30 min con el propósito de reducir la concentración 
de los compuestos inhibidores. Posterior al proceso de detoxificación, la 
corriente es neutralizada con H2SO4 hasta llegar a un pH de 5. 
 
iii) Sacarificación Enzimática: La fracción sólida es tratada con celulasas 
(Celluclast 1,5L y β-Glucosidasa) para convertir la celulosa sólida en 
glucosa y otras hexosas a 50 °C en una solución buffer de Citrato de 
Sodio (pH = 4.8) por 96 horas. Finalmente las dos corrientes que 
contienen azúcares reductores (i.e., la líquida detoxificada y la sólida 
tratada con celulasas) son mezcladas y empleadas como sustrato para 
los microorganismos en la etapa de fermentación. 
 
iv) Fermentación y Separación: La etapa principal de todo el proceso de 
producción de etanol es la fermentación. En este punto, los azúcares 
reductores provenientes de los procesos de hidrólisis mencionadas 
anteriormente son convertidos a etanol por la bacteria recombinante 
Zymomonas mobilis ZM4 (pZB5) a 33 °C y un tiempo de residencia de 
30 horas, que si bien no es una de las cepas utilizadas en este trabajo, 
sirve para ilustrar como se lleva a cabo la co-fermentación. El etanol  
producido es separado del caldo de fermentación por destilación 
continua y posteriormente una rectificación. El producto es concentrado 
finalmente en un proceso de deshidratación en tamices moleculares 
para obtener etanol anhidro. 
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3 MODELOS CINÉTICOS 
 
 
3.1 Pretratamientos DA y LHW. 
El pretratamiento con ácido diluido está basado en un rompimiento catalizado por 
ácido de las cadenas de hemicelulosa mientras que el LHW es un rompimiento 
autocatalizado de la cadena de xilano formando pequeños oligómeros que 
posteriormente se convierten en azúcares monoméricos. Este es un modelo 
cinético de primer orden de la hidrólisis de la hemicelulosa. En este trabajo solo se 
consideró la fracción de hemicelulosa rápida para describir el rompimiento de la 
cadena principal de hemicelulosa. En la Fig. N° 24 se muestra la hidrólisis de este 
biopolimero mediante un esquema de mecanismos de reacción de las fracciones 
de xilano. 
 
 
Figura 24. Modelo cinético de la despolimerización de la hemicelulosa en xilosa y productos 
de degradación. kf, ks y kx son las constantes cinéticas de primer orden para la hidrólisis 
rápida, lenta y la despolimerización de la xilosa en productos de degradación, 
respectivamente. 
 
Los parámetros cinéticos para la despolimerización de la hemicelulosa presente 
en CCS han sido obtenidos por Esteghlalian et al. (1997). La reacción de hidrólisis 
de hemicelulosa en el esquema de la Fig. N° 24 fue asumido como de primer 
orden con dependencia de la concentración de los reactivos con una correlación 
tipo Arrhenius en función de la temperatura  para las constantes de velocidad de 
reacción (ki) como se muestra en la Ec. (1). La velocidad de descomposición de 
xilosa a furfural también se consideró como un sistema de primer orden, [1]. 
 
.
E
RT
ik Ae
−=           Ec. (1) 
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Donde: A, es el factor pre-exponencial y E la energía de activación. El factor pre-
exponencial se relaciona con la concentración de ácido, Ca, de acuerdo a la Ec. 
(2). 
 
0.
n
aA A C=           Ec. (2) 
 
Los correspondientes parámetros cinéticos para la conversión de la fracción rápida 
a xilosa, y la descomposición de la xilosa a Furfural son mostrados en la Tabla N° 
20. En el caso del pretratamiento con ácido la concentración de este fue tomada 
como constante a 0,909 mg de ácido/g de mezcla reaccionante. En el caso de 
LHW los parámetros cinéticos usados corresponden a los mismos que se usaron 
para el caso del tratamiento con ácido pero con una concentración muy baja 
(0,00909 mg de ácido/mg de mezcla reaccionante). Debido a que en este 
tecnología las reacciones que toman lugar son consideradas autocatalíticas, se 
puede asumir que algunos ácidos (a muy bajas concentraciones) son liberados 
desde la materia prima a altas temperaturas (>200 °C) para catalizar la hidrólisis 
de la hemicelulosa.  
 
 
Tabla 20. Parámetros cinéticos usados en la etapa de pretratamiento. 
Reacción Ao [ s-1] n E [kJ/kmol]
Despolimerización de la hemicelulosa 3.34045× 1018 0.4 176,700 
Degradación de la xilosa 1.8057× 109 0.55 102,000 
 
 
3.2 Detoxificación. 
El proceso de detoxificación por Overliming fue simulado usando un modelo 
cinético presentado por Purwadi. et al (2004), este modelo está basado en el 
siguiente grupo de reacciones, [2]: 
 
{ }
{ }
1
2
3
k
k
k
Z A ZA
ZA P Z
+ ←⎯→
⎯⎯→ +  
 
Las expresiones matemáticas para los modelos de detoxificación se muestran a 
continuación: 
 [ ] [ ] [ ] [ ]( ) [ ]1 20d A k A Z ZA k ZAdt = − − +       Ec. (3) [ ] ( )[ ] [ ] [ ] [ ]( )2 3 1 0d ZA k k ZA k A Z ZAdt = − + + −      Ec. (4) 
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[ ] [ ]3d P k ZAdt =          Ec. (5) [ ] [ ](14 )0 0,.10 pHZ NZ k Z− −= +         Ec. (6) 
 
 
Donde, [A], [ZA] y [P] representa la concentración en g/L de Furfural, el producto 
intermedio y el producto de detoxificación, respectivamente. [Z]0 es la 
concentración inicial de los iones  Ca+2 en (g/L) y [Z]0,N es la concentración de 
Ca(OH)2 necesaria para neutralizar el hidrolizado y es igual a 4.3 g/L. los 
parámetros cinéticos usados en la simulación fueron: k1= 0.0426, k2= 0.0426, k3= 
0.0426 y kZ= 0.0426 min-1, [2]. 
 
 
3.3 Fermentación de doble sustrato. 
En este trabajo, la fermentación de azúcares fue simulada usando un modelo 
matemático desarrollado por Leksawasdi et. al (2001) para doble sustrato (xilosa y 
glucosa). Las condiciones recomendadas por los autores son 33 °C por un tiempo 
de 30 h.  Los autores obtuvieron los parámetros cinéticos de este proceso 
haciendo uso de una bacteria recombinante  Zymomonas mobilis ZM4 (pZB5) la 
cual es capaz de convertir ambos grupos de azúcares de forma simultánea. Las 
expresiones matemáticas para este modelo son las siguientes: 
 
,1 ,11
x,1 max,1
,1 1 ,1 ,1 ,1 1
1 ix ix
sx mx ix ix
P P KS
K S P P K S
μ ⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞−ϒ = −⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ − +⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠
    Ec. (7) 
,2 ,22
x,2 max,2
,2 2 ,2 ,2 ,2 2
1 ix ix
sx mx ix ix
P P KS
K S P P K S
μ ⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞−ϒ = −⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ − +⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠
    Ec. (8) 
( ),1 ,2. . 1 .x xdX X Xdt α α= ϒ + − ϒ        Ec. (9) 
,1 ,11 1
,max1
,1 1 ,1 ,1 ,1 1
. . 1 .is iss
ss ms is is
P P KdS Sq X
dt K S P P K S
α ⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞−= − −⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ − +⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠
    Ec. (10) 
( ) ,2 ,22 2,max 2
,2 2 ,2 ,2 ,2 2
1 . . 1 .is iss
ss ms is is
P P KdS Sq X
dt K S P P K S
α ⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞−= − − −⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ − +⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠
  Ec. (11) 
( ),1 ,2. 1 . .p pdP Xdt α α⎡ ⎤= ϒ + − ϒ⎣ ⎦        Ec. (12) 
,1 ,11
p,1 ,max,1
,1 1 ,1 ,1 ,1 1
1 ip ipp
sp mp ip ip
P P KSq
K S P P K S
⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞−ϒ = −⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ − +⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠
    Ec. (13) 
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,2 ,22
p,2 ,max,2
,2 2 ,1 ,2 ,2 2
1 ip ipp
sp mp ip ip
P P KSq
K S P P K S
⎛ ⎞⎛ ⎞⎛ ⎞−ϒ = −⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟⎜ ⎟+ − +⎝ ⎠⎝ ⎠⎝ ⎠
    Ec. (14) 
 
 
Donde, S1 y S2 son las concentraciones de glucosa y de xilosa en g/L. X y P son 
las concentraciones de biomasa y etanol en g/L. μmax es la máxima velocidad de 
crecimiento especifico (L/h). qs,max es la velocidad máxima de consumo de sustrato 
(g.g-1h-1). qp,max es la máxima velocidad de producción de etanol (g.g-1h-1). α es el 
factor de peso para el consumo de glucosa. Pm es la máxima concentración de 
etanol (g/L). Pi es el umbral de concentración de etanol (g/L). Ks es la constante 
de limitación de sustrato (g/L) y Ki es la constante por inhibición (g/L). Los 
parámetros cinéticos de este modelo son mostrados en la Tabla N° 21, [3]. 
 
 
Tabla 21. Parámetros cinéticos para el modelo matemático de fermentación de 
glucosa/xilosa α = 0.65. 
Parámetro Valor Parámetro Valor 
ߤ௠௔௫,ଵ 0.31 ௠ܲ௦,ଶ 81.2 
ߤ௠௔௫,ଶ 0.1 ܭ௜௦,ଵ 18.6 
ܭ௦௫,ଵ 1.45 ܭ௜௦,ଶ 600 
ܭ௦௫,ଶ 4.91 ௜ܲ௦,ଵ 42.6 
௠ܲ௫,ଵ 57.2 ௜ܲ௦,ଶ 53.1 
௠ܲ௫,ଶ 56.3 ݍ௣,௠௔௫,ଵ 51.2 
ܭ௜௫,ଵ 200 ݍ௣,௠௔௫,ଶ 1.59 
ܭ௜௫,ଶ 600 ܭ௦௣,ଵ 6.32 
௜ܲ௫,ଵ 28.9 ܭ௦௣,ଶ 0.03 
௜ܲ௫,ଶ 26.6 ௠ܲ௣,ଵ 75.4 
ݍ௦,௠௔௫,ଵ 10.9 ௠ܲ௣,ଶ 81.2 
ݍ௦,௠௔௫,ଶ 3.27 ܭ௜௣,ଵ 186 
ܭ௦௦,ଵ 6.32 ܭ௜௣,ଶ 600 
ܭ௦௦,ଶ 0.03 ௜ܲ௣,ଵ 42.6 
௠ܲ௦,ଵ 75.4 ௜ܲ௣,ଶ 53.1 
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4 APROXIMACIÓN METODOLÓGICA 
 
La evaluación de la producción de etanol a partir de CCS tomó en cuenta tanto los 
aspectos económicos como los aspectos energéticos. En el presente trabajo, el 
cálculo de costo de producción fue desarrollado para evaluar la rentabilidad de la 
producción de etanol usando cada uno de los métodos de pretratamiento. Para 
esto, los balances de materia y energía fueron calculados a través de una 
simulación como puntos de partida para determinar el capital y costos de 
operación de cada uno de los proceso de producción de etanol a partir de CCS 
usando las dos técnicas de pretratamiento (i.e., DA y LHW) y consecuentemente, 
su evaluación económica para determinar si este proceso es rentable y si su 
aplicación a nivel industrial es posible, [4,5,6].  
 
 
 
5 PROCEDIMIENTO DE SIMULACIÓN 
 
La simulación de la configuración tecnológica (producción de etanol usando como 
materia prima CCS y aplicando los métodos de pretratamiento DA y LHW) fue 
llevada a cabo usando ASPEN Plus (Aspen Technology Inc., USA). Los datos de 
entrada principales para la simulación del proceso son mostrados en la Tabla N° 
22. El proceso se simuló inicialmente con una capacidad de 100,000L/día de 
alcohol anhidro y la cantidad de materia prima requerida fue calculada usando los 
rendimientos reportados. Parte de los datos de propiedades físicas fueron 
obtenidos por Wooley y Putscge (1996). El modelo termodinámico NRTL fue 
utilizado para calcular los coeficientes de actividad en la fase líquida y  la ecuación 
de estado de Hayden-O’Conell fue usada para modelar la fase vapor del sistema, 
[7]. 
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Tabla 22. Principales datos para la simulación del proceso de producción de etanol a partir 
de CCS. 
Etapa Valor 
Materia Prima 
Composición 
 
CCS 
Agua 4%, Celulosa 31.06%, Hemicelulosa  
13.28%, Lignina 44.73%, Cenizas 0.88%  
y Proteína 4.43%. 
Pretratamiento 
Agente 
Concentración de ácido 
Temperatura 
Presión 
Tiempo de residencia 
Ácido Diluido 
H2SO4 
0.909 mg/g sólidos. 
135°C 
2 atm 
4 horas 
Liquid Hot Water 
Agua 
Autocatalítica 
220°C 
3 atm 
10 min 
Detoxificación 
Agente 
Temperatura 
Presión 
Tiempo de residencia  
pH 
 
Ca(OH)2 
60 °C 
1 atm 
30 min 
11 
Hidrolisis Enzimática 
Agente 
Temperatura 
Presión 
Tiempo de residencia  
pH 
Relación Enzima/Buffer 
Relación Enzima/Solido 
 
Celulasa (Celluclast 1,5L) 
60 °C 
1 atm 
80 horas 
4,8 
1:5 
1:10 
Fermentación 
Agente 
Preinoculo 
Temperatura 
Presión 
Tiempo de residencia  
pH 
 
Z. mobilis ZM4 (pZB5) 
10% del volumen de fermentación 
33 °C 
1 bar 
30 horas 
4.4 
Separación 
Número de etapas 
Relación de reflujo 
Relación destilado a alimento 
Etapa de alimentación 
Condensador 
Presión 
Concentración 
10 
3 
0.0415 
5 (Sobre la etapa) 
Total 
1 atm 
Rectificación 
10 
3.5 
0.373 
5 (Sobre la etapa) 
Total 
1 atm 
Deshidratación de Etanol  
Tecnología 
No. de unidades 
Temperatura 
Presión 
Tiempo de ciclo 
 
Pressure swing adsorption with molecular sieves 
2 
116°C 
1.7 atm (adsorsión), 0.14 atm (desorsión) 
10 min 
 
 
Para definir las especificaciones primarias de las columnas de destilación, el 
método corto incluido en ASPEN Plus, DSTWU, fue empleado en la elaboración 
de esta simulación. Este procedimiento emplea el método de Winn–Underwood–
Gilliland que provee un estimado del número mínimo de etapas teóricas, la 
relación mínima de reflujo, la localización de la etapa de alimentación y la 
separación de los productos de la columna. Con esta información los cálculos 
rigurosos de las columnas de destilación fueron llevados a cabo usando el módulo 
RadFrac de ASPEN Plus, el cual está basado sobre las ecuaciones MESH (Masa, 
Equilibrio, Sumatorias y Calor) y el algoritmo inside-out. Los análisis de 
sensibilidad fueron desarrollados con el fin de estudiar el efecto de las principales 
variables de operación (e.g., relación de reflujo, temperatura de alimentación, 
número de etapas, etc.) sobre la composición del producto y los costos 
energéticos. La estimación del consumo energético fue dirigida con base en los 
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datos de la simulación de la energía térmica requerida por los intercambiadores de 
calor, los rehervidores y las unidades relacionadas.  
 
Los pretratamientos de ácido diluido y de agua líquida caliente fueron simulados 
usando reactores batch con expresiones cinéticas cuyos modelos fueron 
presentados en secciones anteriores de este capítulo. La detoxificación y la 
fermentación de los azúcares incluían subrutinas de usuario usando interfaces 
EXCEL-MatLab para resolver los modelos matemáticos. La hidrólisis enzimática 
fue simulada basada en una aproximación estequiométrica que considera la 
conversión de celulosa en glucosa sin modelos cinéticos.  
 
Un sistema de lecho fluidizado circulatorio combustor/turbogenerador (CFBC/TG) 
fue analizado como tecnología de cogeneración. Este sistema ha sido 
contemplado en el modelo de proceso diseñado por National Renewable Energy 
Laboratory (NREL) para la cogeneración de energía usando la lignina resultante 
del proceso. La tecnología CFBC/TG ofrece una eficiencia aumentada en la 
generación de vapor y energía relacionada a las unidades de trabajo con 
hervidores de baja presión, la cual usualmente genera vapor a 280 a 300 °C y 20 a 
21,7 atm, [8,9]. 
 
Los datos del balance de masa de los sistemas CFBC/TG reportados en Wooley 
et al. (1999) fueron utilizados para el diseño conceptual y la simulación de la 
unidad de cogeneración usando CCS. Esta unidad fue simulada utilizando varios 
módulos de proceso de ASPEN Plus. El quemador fue descrito como un reactor 
estequiometrico considerando la combustión incompleta de los componentes 
orgánicos de CCS (e.g., celulosa, hemicelulosa, lignina, etc.), tomando en cuenta 
la formación no solo de CO2, sino también de CO. De la misma forma, las 
reacciones para la formación de NOX fueron incluidas. El rehervidor fue estudiado 
como un intercambiador de calor en donde el agua del alimento entra a 121 °C y 
97.5 atm y el vapor generado sale a 510 °C y 84,9 atm. Una bomba que eleva la 
presión del agua de alimentación hasta 97.5 atm fue incluida en este análisis. [10].  
 
La simulación de la unidad de cogeneración también tomó en cuenta que los 
gases de combustión que salen del rehervidor no solo son utilizados para 
precalentar el aire requerido para quemar el material, sino también que sirven para 
secar el material húmedo que ha de ser empleado en el proceso de etanol. Como 
expuso Maranhao (1982), un secado previo permite que la reducción del material 
sea más fácil, mejorando la combustión e incrementando la cantidad de vapor 
generado. El análisis del sistema de cogeneración también incluyó un ciclón para 
separar muchas de las partículas de materia provenientes de flujos de gases que 
salen del secador, [11]. Por otro lado, la producción de electricidad usando un 
turbogenerador fue simulada a través de un módulo de compresión de ASPEN 
Plus considerando un cambio negativo de la presión y seleccionando un 
compresor del tipo isoentrópico. Entonces, es posible simular la generación de 
potencia y calcular las propiedades del vapor que sale. En este trabajo una turbina 
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multietapas fue tomada en cuenta para la producción de tres tipos de vapor: vapor 
de alta presión (usado para precalentar el agua de alimentación del rehervidor), 
vapor de baja presión (usado para el suministro de energía de todas las unidades 
del proceso como calentadores, esterilizadores, columnas y rehervidores), y un 
vapor de muy baja presión (empleada para la evaporación de vinazas). 
 
El análisis económico fue llevado a cabo usando el paquete ASPEN ICARUS 
Process Evaluator (Aspen Technology, Inc., USA). Este análisis fue estimado en 
dólares americanos para un periodo de 10 años a una tasa de interés anual de 
16,02% (típica de la economía Colombiana), considerando el método de 
depreciación de línea recta  y un 33% de impuesto sobre la renta. Los precios y 
los datos económicos usados en este análisis corresponden a las condiciones de 
Colombia y fueron calculados en una tasa de cambio de 1,959 pesos colombianos 
por dólar americano. El precio de CCS fue estimado de acuerdo al precio de 
compra de cada rama de madera de café establecido por una compañía local y fue 
de US$45/ton, la cual usa la madera de café para fabricación de muebles. La 
electricidad, el agua potable y el vapor de baja presión fueron US$0.03044/kWh, 
US$1.252/m3 y US$8.18/ton, respectivamente. El software anteriormente 
mencionado estima los costos de capital de las unidades del proceso de igual 
forma que los costos de operación, entre otros datos de interés, utilizando la 
información de diseño provista por ASPEN Plus y los datos introducidos por el 
usuario para condiciones especificas como por ejemplo la ubicación del proyecto. 
 
  
96 
 
6 RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 
 
6.1 Proceso de producción de etanol. 
Algunos resultados de la simulación para la producción de etanol a partir de CCS 
se muestran en la Tabla N° 23. Contenidos más altos de celulosa y hemicelulosa 
en CCS han permitido obtener altos rendimientos de azúcares y 
consecuentemente altos rendimientos de etanol. Un rendimiento de 240 L/ton fue 
obtenido usando CCS tratada con LHW. Sin embargo, una pequeña diferencia 
entre los rendimientos de etanol por ambos métodos de pretratamiento es 
obtenida y cuantificada como el 0.52%. La capacidad de la planta para producir 
etanol a partir de CCS fue de cerca de los 63 millones de litros por día.   
 
La hidrólisis completa de la hemicelulosa fue alcanzada únicamente cuando el 
pretratamiento de LHW fue implementado en el proceso, ya que la alta 
temperatura de operación de éste permite una conversión de hemicelulosa de 
alrededor del 99.36%. Por otro lado, únicamente una fracción de celulosa es 
convertida a glucosa en la etapa de pretratamiento, la máxima conversión de 
celulosa obtenida para CCS fue (19.22%) usando ácido diluido como 
pretratamiento permitiendo alcanzar un rendimiento total de azúcares reductores 
de (21.6%) con respecto a la cantidad de celulosa y hemicelulosa presentes en la 
materia prima inicialmente. 
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Tabla 23. Flujos y composiciones de algunas corrientes en la producción de etanol a partir CCS. 
Componentes Materia Prima Pretratamiento con ácido diluido Pretratamiento LHW 
 CCS   (p/p %) 
Hidrolizado  
(p/p %) 
Celulosa  
sacarificada  
(p/p %) 
Sustrato  
(p/p %) 
Producto 
(p/p %) 
Hidrolizado  
(p/p %) 
Celulosa  
Sacarificada 
(p/p %) 
Sustrato 
(p/p %) 
Producto  
(p/p %) 
Agua 4.00 90.96 76.50 91.20 0.40 91.09 77.61 90.30 0.40 
Celulosa 31.06 2.28 1.61 - - 2.60 1.66 - - 
Hemicelulosa 13.28 0.01 0.03 - - - - - - 
Lignina 44.73 4.07 14.35 - - 4.07 13.00 - - 
Glucosa - 0.60 7.17 5.38 - 0.24 7.41 5.96 - 
Xilosa - 1.36 0.04 2.44 - 1.37 0.04 2.74 - 
Proteína 4.43 0.40 0.01 0.81 - 0.40 0.01 0.90 - 
Ceniza 0.88 0.08 0.28 - - 0.08 0.26 - - 
Furfural - - - 0.02 - - - - - 
Etanol - - - - 99.60 - - - 99.6 
H2SO4 - 0.09 - 0.02 - - - 0.02 - 
Extractivos 1.62 0.15 0.01 0.13 - 0.15 0.01 0.08 - 
Flujo Total 
(kg/h) 10,921.00 120,131.00 34,033.57 53,578.51 2,056.52 120,131.30 37,571.73 48,121.85 2,067.27 
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Una concentración más alta de Furfural fue obtenida cuando se usó el LHW como 
pretratamiento, lo cual sugiere que a las altas temperaturas de este tecnología en 
muy bajas concentraciones de ácido tiene lugar una reacción autocatalítica. Un 
parámetro importante involucrado en la producción de etanol a partir de materiales 
lignocelulósicos es el consumo de energía; ésta siempre ha sido una clara 
desventaja de este tipo de procesos. En la Tabla N° 24 se muestra el consumo de 
energía en el proceso de producción de etanol a partir de CCS usando ambas 
técnicas de pretratamiento y en la Fig. N° 25 se muestra dicho consumo 
energético discriminado por etapas. 
 
 
Tabla 24. Consumo de energía en la producción de etanol a partir de CCS. 
Materia prima Pretratamiento Consumo Energético (MJ/L) 
CCS Ácido Diluido 99.53 LHW 106.95 
 
 
 
Figura 25. Energía requerida por cada etapa involucrada en el proceso de obtención de 
etanol a partir de CCS usando DA y LHW como pretratamiento. 
 
 
6.2 Sistema de cogeneración de energía. 
La simulación del sistema de cogeneración permitió calcular el potencial de la 
generación de energía y calor del CCS. Los bajos contenidos de humedad y de 
lignina de la zoca de café hacen de este residuo sólido un material lignocelulósico 
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promisorio para la cogeneración de energía, esto simulado y sustentado por los 
resultados que se muestran en este trabajo. Cuando CCS fue usado en el sistema 
de cogeneración casi 14 MJ fueron producidos por cada kg de CCS. En cuanto a 
la electricidad 0.9 kWh de potencia fueron producidos aunque una clara 
desventaja son las altas emisiones de gases de combustión tal y como se 
muestras en la Tabla N° 25. 
 
 
Tabla 25. Principales emisiones atmosféricas provenientes del sistema de cogeneración. 
Componente CCS kg/ton CCS kg/ton de vapor 
CO2 1972.4918 321.5317 
CO 19.1179 3.1164 
NOx 27.8572 4.5409 
 
 
6.3 Costo de producción de etanol. 
El costo de producción de etanol usando CCS para ambas tecnologías de 
pretratamiento se muestra en la Tabla N° 26.  
 
 
Tabla 26. Costos de producción de etanol a partir de CCS. 
Categoría 
CCS-DA a CCS-LHW b
US$/L Porcentaje del costo total (%) US$/L 
Porcentaje del costo 
total (%) 
Materia Prima c 0.2204 28.51 0.2191 28.87 
Utilidades d 0.3003 38.84 0.2797 36.86 
Mano de Obra 0.0074 0.96 0.0074 0.97 
Mantenimiento 0.0317 4.10 0.0302 3.98 
Cargos de Operación 0.0018 0.24 0.0018 0.24 
Gastos Indirectos de Planta 0.0195 2.53 0.0188 2.47 
Gastos Generales y Administrativos 0.0465 6.01 0.0446 5.87 
Depreciación del Capital e 0.1454 18.81 0.1574 20.74 
Total 0.7731 100 0.7590 100 
a CCS-DA: CCS pretratado con ácido diluido. 
b CCS-LHW: CCS pretratado con el método LHW. 
c  Los precios usados fueron US$0.045/kg de CCS. 
d Se usó vapor de baja presión cuyo precio fue US$8.18/ton. 
e Calculado usando el método de la línea recta. 
 
 
El alto costo de producción de etanol para ambas tecnologías es debido a los altos 
costos de utilidades que representan el 38.84% y el 36.86% del costo total de 
producción para los respectivos pretratamientos. El alto costo de utilidades es 
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consecuencia del alto consumo energético del pretratamiento, la detoxificación y la 
concentración de xilosa (Véase. Fig. N° 23). 
 
La cogeneración de energía es requerida para suplir la demanda energética de 
este tipo de procesos. De esta forma, la cogeneración de energía es necesaria 
para obtener un menor costo de producción. Cuando la cogeneración fue incluida 
la reducción de los costos de producción fue más significativa que en el caso en 
donde el consumo energético es muy elevado (Véase Tabla N° 27).  
 
 
Tabla 27. Costo de producción de etanol a partir de CCS incluyendo el sistema de 
cogeneración. 
Pretratamiento CCS 
US$/L
Ácido Diluido 0.4631 
LHW 0.4705 
Los precios usados fueron 0.045/kg de CCS. 
 
 
En la Tabla N° 28, un costo comparativo de producción de etanol fue obtenido 
tomando en cuenta únicamente el costo de trasporte considerado como el único 
precio para la materia prima. 
 
 
Tabla 28. Costo de producción de etanol a partir de CCS incluyendo la cogeneración y 
considerando únicamente el costo de transporte de materia prima. 
Pretratamiento CCS US$/L 
Ácido Diluido 0.2821 
LHW 0.2904 
Precio usado fue US$0.005/kg de CCS  
 
 
Estos resultados sugieren, que en el contexto actual de Colombia, la producción 
de etanol a partir de materiales lignocelulósicos debe incluir sistemas de 
cogeneración para el suministro de calor, electricidad y costos de materias primas 
muy bajos. 
 
 
6.4 Costo de cogeneración de energía. 
El costo de cogeneración fue calculado asumiendo la construcción de un sistema 
de cogeneración autosuficiente. Además, la materia prima usada en el rehervidor 
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debe ser comprada de un proveedor local. En la Tabla N° 29 se muestran los 
costos de producción de energía usando CCS.  
 
 
Tabla 29. Costos de producción de etanol a partir de CCS considerando el sistema de 
cogeneración. 
Categoría 
CCS-CP a CCS-TP b
US$/kWh Porcentaje del costo total (%) US$/kWh 
Porcentaje del costo 
total (%) 
Materia Prima  0.0507 55.59 0.0056 13.11 
Utilidades  0.0000 0.00 0.0000 0.00 
Mano de Obra  0.0038 4.12 0.0038 8.74 
Mantenimiento  0.0022 2.40 0.0022 5.13 
Cargos de Operación  0.0009 1.03 0.0009 2.19 
Gastos Indirectos de Planta  0.0030 3.26 0.0030 6.94 
Gastos Generales y 
Administrativos  0.0048 5.31 0.0012 2.89 
Depreciación del Capital 0.0258 28.29 0.0262 61.01 
Total  0.0912 100.00 0.0430 100 
a CCS-CP: Precio de CCS asumiendo como que el precio de la materia es US$0.045/kg. 
b CCS-TP: Precio de CCS asumiendo únicamente costo de transporte por valor de 
US$0.005/kg. 
 
 
El costo de la materia prima y la amortización del capital son los principales ítems 
que contribuyen al costo total de producción. Sin embargo, cuando el costo de la 
materia prima es muy bajo, el capital de inversión se hace el ítem más costoso 
involucrado en la cogeneración de energía. 
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7 ANÁLISIS DE IMPACTO AMBIENTAL 
 
El algoritmo WAR o Waste Reduction Algorithm fue desarrollado para comparar la 
simpatía ambiental de los diseños de procesos químicos (Hilaly and Sikdar, 1994, 
Cardona and Marulanda, 2004).  El algoritmo WAR involucra el concepto de 
Potencial de Impacto Ambiental (PEI). El balance involucra el flujo de impacto 
ambiental a lo largo de los límites del sistema. A partir del balance PEI, los índices 
PEI son calculados para proveer un índice de cuan amigable o poco amigable es 
un proceso químico con el medio ambiente. En las figuras N° 26 y 27 se muestran 
los resultados obtenidos a través del algoritmo WAR sobre el PEI del proceso de 
obtención de etanol a partir de CCS. 
 
 
Figura 26. Índice PEI por unidad de masa de producto en el proceso de producción de etanol 
incluyendo el sistema de cogeneración de energía.  
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Figura 27. PEI que se genera del sistema por masa de producto por categorías. 
(*Los impactos no incluyen la corriente de producto y no incluye la generación de energía, ** 
El impacto total es calculado usando los pesos de los impactos individuales). 
 
  
Las figures anteriores muestran tres grandes categorías en el proceso de 
producción de etanol sin cogeneración de energía. Las categorías son: HTPI, TTP 
y PCOP. HTPI significa potencial de toxicidad humana por ingestión, [12]. A pesar 
de que hay un riesgo presente en la elaboración del producto deseado, este índice 
de impacto ambiental está más relacionado al consumo por parte de los seres 
humanos y dado el hecho de que no es el caso de este trabajo, este ítem 
únicamente sugiere que las corrientes de salida de este proceso no pueden ser 
descargadas en cuerpos fluviales y que un adecuado tratamiento debe efectuarse 
sobre estos residuos.   
 
El TTP representa el potencial por toxicidad terrestre, [12]. Este índice de impacto 
ambiental aparece en las Fig. N° 27 debido al uso del ácido sulfúrico en el 
proceso, especialmente en la etapa de pretratamiento y en la etapa de 
neutralización. Este ítem sugiere que las corrientes sólidas tales como la lignina no 
hidrolizada deberían ser analizadas para determinar la cantidad de componentes 
tóxicos que perjudiquen tanto a animales como plantas y deben ser tratadas para 
una posterior descarga.   
 
El último ítem representativo de la grafica es el PCOP el cual está ligado a la 
producción de hidrocarburos de bajo y mediano peso molecular generados en el 
proceso, [13]. En este proceso dos corrientes son liberadas. La primera corriente 
es la lignina no hidrolizada y la segunda corriente es la de vinazas que salen de la 
columna de destilación que consiste básicamente en azúcares no fermentados. 
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Este índice de impacto ambiental está determinado como la velocidad de reacción 
de uno de los iones OH- con un radical etilo. 
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8 CONCLUSIONES 
 
El requerimiento energético para la etapa de pretratamiento es un criterio muy 
fuerte en la evaluación del proceso de producción de etanol a partir de materiales 
lignocelulósicos ya que representa la principal sección de demanda de energía. La 
simulación presentada en este trabajo mostró que el pretratamiento LHW es una 
técnica muy eficiente, pero desde un punto de vista económico, este método de 
pretratamiento no es aplicable industrialmente dado la gran cantidad de energía 
que requiere. 
 
Las condiciones de fermentación en la producción de etanol presentado en este 
capítulo únicamente aplica para la bacteria Zymomonas mobilis ZM4 (pZB5). 
Cualquier cepa diferente a esta bacteria sugiere un cambio en las condiciones de 
operación en el reactor y del modelo cinético de doble sustrato propio que sea 
propio del  microorganismo con el que se desea trabajar (si es que se cuenta con 
uno).  El resto de las etapas del proceso permanecen iguales, a menos que la 
materia prima cambie. 
  
El costo de producción de etanol a partir de CCS es altamente dependiente del 
consumo energético y del costo de la materia prima. En un contexto actual y los 
precios del mercado, un proyecto de producción de etanol a partir de desechos 
sólidos no es rentable en Colombia, a menos de que se integre un sistema de 
cogeneración en donde los requerimientos energéticos son suministrados y los 
costos de producción pueden disminuir significativamente. Además, si se 
considera que la electricidad generada pudiera ser vendida, el costo del producto 
podría ser competitivo con el que se obtiene a través de materias primas 
convencionales aun si se cotiza el CCS con los precios actuales. 
 
Un proyecto en el que solo se considere la cogeneración usando CCS no es 
rentable debido al alto costo de producción por kWh. La alternativa más 
prometedora es el desarrollo de producción de etanol a partir de materiales 
lignocelulósicos en donde se incluya un sistema de cogeneración de energía a 
partir de corriente de lignina y fibras no hidrolizadas. De esta forma, los 
requerimientos energéticos de producción de etanol son suministrados y los 
ingresos por electricidad pueden ser obtenidos. 
 
A partir de los resultados obtenidos del algoritmo WAR se concluyó que este es un 
proceso que genera un impacto ambiental moderado considerando que el CCS es 
un residuo agroindustrial. El uso de ácidos fuertes en las etapas de pretratamiento 
y detoxificación incrementaron los índices de toxicidad. En general, se pudo 
concluir que a pesar de presentarse estos índices de impacto ambiental, los 
cuales son muy bajos, la aplicación de este tipo de procesos a la industria química 
es viable pero está obligada a efectuar un manejo efectivo de los residuos tales 
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como la lignina no-hidrolizada y las vinazas provenientes de las columnas de 
destilación y rectificación.  
  
107 
 
9 REFERENCIAS 
 
[1]. Esteghlalian, A. et al. (1997) Modeling and optimization of the dilute sulphuric-acid-pretreatment 
of corn stover, poplar and switchgrass. Bioresource Technology. Vol. 59. pp. 129-36. 
[2]. Purwadi, R. et al. (2004) Kinetic study of detoxification of dilute-acid hydrolyzates by Ca(OH)2. 
Journal of Biotechnology. Vol. 114. pp. 187–198. 
[3]. Leksawasdi, N et al (2001) Mathematical modeling of ethanol production from glucose/xylose 
mixtures by recombinant Zymomonas mobilis. Biotechnology Letters. Vol. 23. pp. 1087–1093. 
[4]. Gutiérrez, L.F. et al. (2009)  Process integration possibilities for biodiesel production from palm 
oil using ethanol obtained from lignocellulosic residues of oil palm industry. Bioresource 
Technology. Vol. 100. pp. 1227–1237.  
[5]. Quintero, J.A. et al. (2008) Fuel ethanol production from sugarcane and corn: Comparative 
analysis for a Colombian case. Energy. Vol. 33. pp. 385–399. 
[6]. Cardona, C.A. et al. (2006)  Energy consumption analysis of integrated flowsheets for 
production of fuel ethanol from lignocellulosic biomass. Energy. Vol. 31. pp. 2447–2459. 
[7]. Wooley, R. et al. (1996) Development of an ASPEN PLUS physical property database for 
biofuels components. Report No. NREL/MP-425-20685. Golden, CO, USA: National Renewable 
Energy Laboratory. (See also: /http://www.afdc.doe.gov/pdfs/3955.pdfS). 
[8]. Macedo, I.C. et al. (2005) Evaluation of ethanol production expansion in Brazil. In: Cadernos 
NAE/Núcleo de Assuntos Estratégicos da Presidência da República. Biofuels (Biocombustı´veis), 
section 2. Brasilia, Brazil. Available on: 
http://www.nae.gov.br/doc/biocombustiveis/02biocombustiveis.pdfS [in Portuguese]. 
Maranhao LEC. Individual bagasse drier. US Patent 4326470, 1982. 
[9]. Agüeero, C.J. et al.  (2006) Considerations on the rational utilization of cane bagasse as a fuel 
(Consideraciones sobre el aprovechamiento racional del bagazo de caña como combustible). 
Revista de Ciencias Exactas Ing. Universidad Nacional Tucumán. 27:1–8 [in Spanish]. 
[10]. Wooley, R. et al. (1999) Lignocellulosic biomass to ethanol process design and economics 
utilizing co-current dilute acid prehydrolysis and enzymatic hydrolysis. Current and futuristic 
scenarios. Report No. NREL/TP-580-26157. Golden, CO, USA: National Renewable Energy 
Laboratory.  
[11]. Maranhao LEC. Individual bagasse drier. US Patent 4326470, 1982.  
[12]. Lewis R. (1996) Sax’s dangerous properties of industrial materials. New York Van Nostrand 
Reinhold Publishers 1996. 
[13]. Heijungs R. (1992) Environmental life cycle assessment of products guide. Leiden: Centre of 
Environmental Science. 
 
 
 
 
108 
 
CONCLUSIONES GENERALES 
 
La caracterización de la materia prima es muy importante ya que permite 
cuantificar la eficiencia de los procesos de pretratamiento y de la hidrólisis 
enzimática. Como se observó en los resultados obtenidos es importante tener 
en cuenta que muchos de los procesos de caracterización de materiales 
lignocelulósicos son desarrollados empleando diversas técnicas que se 
diferencian entre sí por su exactitud y por su fácil aplicabilidad. En el caso de 
los resultados obtenidos en esta tesis, estos valores son conformes con los 
que presenta la literatura sobre maderas duras como es el caso de CCS 
(Celulosa 40-50%, Hemicelulosa 24-40% y Lignina 15-25%). 
 
El proceso de pretratamiento es definitivamente una de las razones principales 
para que un proceso de producción de etanol a partir de materiales 
lignocelulósicos tenga éxito. Como se mostró en la Tabla N° 12, el 
pretratamiento con ácido diluido ha probado ser uno de las técnicas de 
pretratamiento más aceptadas para estos casos ya que registró la mayor 
concentración de azúcares reductores. Esto permite concluir que los 
pretratamientos químicos son efectivos incluso a bajas temperaturas, hecho 
con el cual divergen de los pretratamientos físicos que solo con efectivos a 
altas temperaturas y altas presiones lo cual los hace no aplicables a la industria 
de producción de etanol, como es el caso de la explosión por vapor y el 
autoclave. 
 
La selección de microorganismos aptos para la fermentación de hidrolizados 
de CCS fue la correcta. Como se había mencionado con anterioridad, la 
selección se haría partiendo de referentes bibliográficos. En la parte 
experimental, vimos que 2 de las 3 cepas empleadas en esta tesis arrojaron 
resultados satisfactorios y con rendimientos por encima del 60% del 
rendimiento teórico. El uso de bacterias como la Zymomonas mobilis ha 
comprobado que este microorganismo en la producción de etanol es muy 
apropiado. 
 
La simulación hecha en ASPEN Plus mostró que la producción de etanol a 
partir de CCS es rentable únicamente si se utiliza el pretratamiento DA y un 
sistema de cogeneración de energía a partir de la lignina y la fibra no 
hidrolizada en la hidrólisis enzimática. Los costos de producción de etanol a 
partir de CCS usando cogeneración de energía obtenida en la simulación fue 
de 0.2821 US$/L. Materias primas como el bagaso de caña, el maíz y el trigo 
tienen costos de producción según Balat, M. et al. (2009) de 0.16 US$/L, 0.25 
US$/L y 0.38US$/L, respectivamente. Si comparamos estos valores con los 
obtenidos por la simulación podemos decir que la producción de etanol a partir 
de CCS es competitiva y eficiente. 
